PCT/EPOO/08808 



PAXENT COOPERATION TREATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlinaton VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
03 July 2001 (03.07.01) 




International application No. 

PCT/EPOO/08808 


Applicant's or agent's file reference 
PCT1 21 8-066 


Intemational filing date (day/month/year) 
08 September 2000 (08.09.00) 


Priority date (day/montlVyear) 

24 September 1999 (24.09.99) 


Applicant 

FANDKE, Markus et al 



1 . The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

16 March 2001 (16,03.01) 



I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election [ X [ was 

I I was not 

made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WlPO 


Authorized officer 








34, chemin des Colombettes 


Beate Giffo-Schmitt 




121 1 Geneva 20, Switzerland 






Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 




Form PCT/IB/331 (July 1992) 




EP0008808 



INTERNATlONALii ANlviELDUNG VEROFhEN'rUCm' NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation ^ : 
C12Q 1/68 



A3 



(11) Internationale VeroffenUichungsnummcr: WO 99/22023 

6. Mai 1999(06.05.99) 



(43) Internationales 

Veroflcntlichungsdatum: 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP98/06863 

(22) Internationales Anmcldedatum: 29. Oktobcr 1998 (29.10.98) 



(30) Prioritatsdaten; 

197 47 731.3 



29. Oktober 1997 (29. 1 0.97) DE 



(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten ausser US): MIRA 

DIAGNOSTICA GMBH [DE/DE]; Hemmelrather Weg 201, 
D-51377 Lcvcrkusen (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfindcr/Anmelder (nurfur US): LEISER. Matthias [DE/DE]; 
Hemmelrather Weg 201, I>-51377 Lcvcrkusen (DE). EP- 
PING. Bemd [DE/DE]; Hemmelrather Weg 201. D-51377 
Lcvcrkusen (DE). 

(74) Anwaltc: MEYERS, Hans-Wilhelm usw.; Postfach 10 22 41. 
D-50462 K6ln (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AL. AU, BA, BB. BG, BR, BY, CA, 
CN, CU, CZ, DE, EE, GD, GE, HR, HU. ID, IL, IS. JP, 
KP, KR, LC, LK, LR, LT, LV. MG, MK. MN, MX. NO. 
NZ. PL. RO. RU. SG, SI, SK. SL, TR, TT, UA, US. UZ. 
VN, YU, ARIPO Patent (GH. GM, KE, LS. MW. SD, SZ. 
UG. ZW), curasisches Patent (AM, AZ. BY, KG, KZ, MD, 
RU, TJ. TM), europaischcs Patent (AT, BE. CH, CY, DE, 
DK. ES, FI. PR. GB. GR, IE. IT. LU, MC. NL. PT. SE), 
OAPI Patent (BP, BJ, CP, CG, CI, CM, GA, GN. GW, ML, 
MR. NE. SN. TD. TG). 



Vertiffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 

Vor Abiauf der fur Anderungen der Anspriiche zugelassenen 
Frist. Verdjfentiichung wird wiederholt falls Anderungen 
eintrefjm. 

(88) Vcrfiffentlichimgsdatum des internationalen Rccherchenbe- 
richts: 16. September 1999 (16.09.99) 



(54) Title: METHOD FOR IDENTIFYING MICRO-ORGANISMS 

(54) Bczcichnung: VERFAHREN ZUM NACHWEIS VON MIKROORGANISMEN 



(57) Abstract 

A method for identifying micro-organisms belonging to various taxes of micro-organisms, us specified in tabic U in a sample which 
can contain a plurality of various micro-organisms of said taxes, by means of nucleic acid hybridization techniques using oligo nucleotides 
with sequence ID, No. 1-62 as probes in order to obtain a hybridization result, whereby at least one hybridization result is obtained for 
each micro-organism to be identified. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zum Nachweis von in Tabelle 1 angcgebcn Mikroorganismen verschiedcner Taxa in einer Probe, die cine Vielzahl 
von verechiedenen Mikroorganismen dicser Taxa enlhalten kann. mittels Nuclcinsaurehybridisierungstcchnikcn bei Verwendung von 
Oligonucleotiden mit der Scq. ID. No I bis 62 als Sonden, untcr Erhalt eines Hybridisicrungsergcbnisscs, wobel fUr jeden nachzuweiscnden 
Mikroorganismus mindestens ein Hybridisierungsergcbnis crhalten wird. 



BNSDOCID: <WO_9922023A3.L> 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizicrung von PCT-Vcrtragsstaaten auf den Kopfbttgcn dcr Schriftcn. die Internationale Anmeldungen gemfiss dcm 
PCT vcrOffcntlichcn. 



AL 


Albanien 


£S 


Spanicn 


LS 


LcsoUio 


SI 


Slowenien 


AM 


Armenicn 


FI 


Finnland 


LT 


Licauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Oslcrreich 


FR 


Frankrekli 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Ausiralien 


OA 


Gabun 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Ascrbaklschan 


GB 


Vereinigics KOnigreich 


MC 


Monaco 


TD 


1'schad 


BA 


Bosnicn-Hencgowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik MoMau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


CH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgicn 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehcmalige jugoslawtsche 


TM 


IVrkmenisian 


BF 


Burkina Paso 


GK 


Gricchcniand 




Republik Mazedonien 


TR 


TUrkei 


BG 


Bulgarien 


IIU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BK 


Bnsilien 


IL 


Israel 


MK 


Mttureianien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigle Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zcntralafrikanisctie Rcpubltk 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


m 


Usbekisian 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlandc 


VN 


Vietnam 


CH 


Schwetz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


Cftic d'lvoirc 


KP 


Demokratischc Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


zw 


Zimbabwe 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Ponugal 






CD 


Kuba 


KZ 


Kasachsian 


RO 


Rumlnien 






CZ 


Tschcchische RepuMik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russische Federation 






DE 


Deutschland 


U 


Llechtensiein 


SD 


Sudan 






DK 


Dftnentarfc 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Esdaiid 


LR 


Liberia 


SG 


Singipur 







tNSDCX;tD <W0 0922023A3. 1 . > 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER^' : 

IPC6. C12Q1/68 

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC6. C12Q 

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



X 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



WO 96 00298 A (INNOGENETICS N V; JANNES GEERT (BE); 
ROSSAU RUDI (BE); HEUVERSWYN H) A January 1996 (04.01.96) 
cited in the application 

sec page 41, line 30 - page 42, line 16; claims 33, 34, see page 95, see 
page 71, see page 1, line 1 - page 3, line 23, see page 53, line 16 - page 54, 
line 4; examples 2, 9, see page 91, columns 9-22 

WAGNER M ET AL; "Developmenl of an rRNA-targeted oligonucleotide 
probe specific for the genus Acinctobacter and its application for in situ 
monitoring in activated sludge." APPLIED AND ENVIRONIVIENTAL 
MICROBIOLOGY, (1994 MAR) 60 (3) 792-800., XP002096198 
see the whole document 



Relevant to claim No. 



1.5,6 



10 



1,5,6 



□ 



Further documents arc listed in the continuation of Box C. 



□ 



Sec patent family annex. 



* Special categories of cited documents: 

"A" document dcfming the general slate of the art wliicli is not consi- 
dered to be of particular relevance 

**E** earlier document but published on or after the international filing 
date 

"L" document wliicli mny throw doubts on priority claim(s) or which 
i.s cited 10 establish the publication date of another citation or 
other special reason (as specified) 

"0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other means 

*T" document published prior to the international filing date but later 
tlum the priority date claimed 



*'T" later document published after the inlcmalional filing date or 
priority date and not in conHict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is com- 
bined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 
2 July 1999 (02.07.99) 


Date of mailing of the international search report 
19 July 1999(19.07,99) 


Name and mailing address of the ISA/ 
European Patent Office 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



page 1 of 3 



BNSDOCID: <WaL_9W2023A3.L> 



EXTERNA 1 -ON AL SEARCH REPORT 



PCT/EP 98/06863 



C. (Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Catcgoiy* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



P,X 



Database Empatent, Entry E04712, Account No. E04712, 8 October 1997 
(08.10.97), "Probe DNA for drug sensitivity analysis" XP002108049 
see abstract & JP 1993 000 100 A (NIPPON FLOUR MILLS CO LTD) 
8 January 1993(08.01.93) 



WO 93 04199 A (SCIENT GENERICS LTD) 4 March 1993 (04.03.93) 
see example 4 

EP 0 318 245 A (ML TECHNOLOGY VENTURES) 31 May 1989 
(31.05.89), see example 1 

WO 97 41253 A (MIRA DIAGNOSTICA GMBH; LEISER ROBERT 
MATTHIAS (DE); SPERVESLAGE JE) 6 November 1997 (06.1 1.97) 
cited in the application, see the whole documet 



1-4 



1-4 



1-4 



1-13 



Form PCT/lSA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 

1NSD0CI0: <WO 9022023A3 I > 



page 3 of 3 



UN I EKlNA llUlNAo SILAKCM KJi-rUKI 



PCT/EP98/0G863 



C. (ConUnuaUon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category* 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 
Y 


IBRAHIM A ET AL: "Phylogenetic relationship of the twenty-one DNA 

groups of the genus Acinetobacter as revealed by 16S ribosomal DNA 

sequence analysis." INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC 

BACTERIOLOGY, (1997 Jul) 47 (3) 837-41., XP002096199 

see page 840, line 53 - page 841 

line 31; figure 3 see page 837 - page 839, line 5 


13 

I, 5,6 

II, 14 


Y 
A 


GUSCHIN D Y ET AL: "OLIGONUCLEOTIDE MICROCHIPS AS 

GENOSENSORS FOR DETERMINATIVE AND ENVIRONMENTAL 

STUDIES IN MICROBIOLOGY" APPLIED AND ENVIRONMENTAL 

MICROBIOLOGY, volume 63, No. 6, June 1997, pages 2397-2402, 

XP002064989 

see the whole document 


10 

1-3,5,6,11,12 


X 


WO 95 24574 A (MICROPROBE CORI^ BRITISCHGl THERESA B (US); 
CANGELOSl GERARD A (US) 21 December 1995 (21.12.95) 
see page 42; table S 


1-4 


Y 


RAINEY F A ET AL: "The phylogenetic structure of the genus 
Acinetobacter" FEMS MICROBIOLOGY LE'ITERS, (15 December 1994) 
124 (3) 349-52., XP002096200, see the whole document 


1,5.6,11. 
13,14 


Y 


ENRIGHT M C ET AL: "PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS BETWEEN 
SOME MEMBERS OF THE GENERA NEISSERIA, ACINETOBACTER. 
MORAXELLA, AND KINGELLA BASED ON PARTIAL 16S 
RIBOSOMAL DNA SEQUENCE ANALYSIS" INTERNATIONAL 

JOURNAL OF SYSTEMATIC BACTERIOLOGY.volume 44, No. 3, 
July 1994, pages 386-391, XP000605280, see abstract; table 1 


1,5,6,11, 
13,14 


Y 


US 5 541 308 A (HOG AN JAMES J ET AL) 30 July 1996 

see abstract, see column 1- column 2, line 6, see column 5, line 43 - 

column 8, line 6 


I. 5,6 

II, 13,14 


A 


EHRMANN M ET AL: "REVERSE DOT BLOT HYBRIDIZATION: A 
USEFUL METHOD FOR THE DIRECT IDENTIFICATION OF LACTIC 
ACID BACTERIA IN FERMENTED FOOD" FEMS MICROBIOLOGY 
LETTERS, 1994, pages 143-149, XP000612834, see abstract, 
figure 1; table 2 


1-3,5,6. 
11 


A 


BRAUN-HOWLAND E B ET AL: "USE OF A SIMPLIFIED CELL 
BLOT TECHNIQUE AND 16S RRNA-DIRECTED PROBES FOR 
IDENTIFICATION OF COMMON ENVIRONMENTAL ISOLATES" 
APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, volume 59, 
No. 10, October 1993, pages 3219-3224, XP000604178 
see the whole document 


1-3.5. 
13,14 



Form PC I71SA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



BNSDOCID: <WO aQ22Q2aA3 L> 



PCT/EP 98/06863 



Box I Obseryations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international searchrepoit has not been established iniespect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 

Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this AuthoriQ^. namely: 



1. Claims Nos. 



2. I I ClaimsNos.: 

— because they relate to parts of the intemational application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful intemational search can be carried out, specifically: 



3. Q ClaimsNos.: 



because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this intemational application, as follows: 

See supplemental sheet 



1 I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers all 
— searchable claims. 

2 . I I As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. nn As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 

1-14 



□ No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Fomi PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



I PCT/EP98/06863 



The International Searching Authority has found that this international application contains 
multiple inventions, as follows: 

1 . Claims Nos. 1 ,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 1), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 
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Oligonucleotide (Seq. ID. No. 2), identification methods which use this oligonucleotide and 
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3. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oiigonucieoiide (Seq. iD. No. 3 idemincaiion methods wnicn use mis oiigonucieoiide and 
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4. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

OHgonucleotide (Seq. ID. No. 4), identification methods which use this oligonucleotide and 
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5. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 5), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

6. Claims Nos. 1 ,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 6), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

7. Claims Nos. 1 ,5-1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 7), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

8. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 8), identification metliods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

9. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 9), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

10. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 10), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

1 1 . Claims Nos. 1 ,5- 1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 11), identification methods which use this oligonucleotide and 
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12. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 12), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

1 3 . Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 13), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

14. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 14), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

15. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 15), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

16. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 16), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

1 7. Claims Nos. 1 ,5- 1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 1 7), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

18. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 1 8), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

19. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 19), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

20. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 20), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

21. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 21), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

22. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 22), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

23. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 23), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

24. . Claims Nos. 1,5-14 (in part) 
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Oligonucleotide (Seq. ID. No. 24), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

25. .Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 25), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

26. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 26), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

27. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 27), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

28. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 28), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

29. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 29), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

30. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 30), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

31. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 31), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

32. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 32), identification n;cthods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

33. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 33), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

34. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 34), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

35. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 35), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

36. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 36), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 
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37. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 37), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

38. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 38), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

39. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 39), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

40. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 40), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

41 Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 41), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

42 Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 42), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

43. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 43), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

44. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 44), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

45. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 45), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

46. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 46), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

47. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 47), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

48. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 48), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

49. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 
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Oligonucleotide (Seq, ID. No. 49), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

50. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 50), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

51. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 51), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

52. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 52), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

5 3 . Claims Nos. 1 ,5- 1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 53), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

54. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 54), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

55. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 55), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

56. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 56), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

57. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 57), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

58. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 58), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

59. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 59), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

60. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 60), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

61. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 61), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 
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62. Claims Nos. 1,5-10, 13 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 62), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

63. Claims Nos. 2-4 (in full); 1, 5-13 (in part) 

Specific and cross-reactive, non specific 16S RNA probe combinations, as cited in table 1, 
identification methods using these probe combinations and substrates and kits containing 
these probe combinations. 
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A. KLASSIFI2IERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12Q1/68 

Nach dar internationalen PatentktassMikatlon (IPK) odor nach dw nationaten Klasstflkatlon und der IPK ^ _ 


B. RECHERCHIERTE GEStETE ^ ^ ^ 


Recherchiertor MindestprWstofI (Kla88llil(atlor>88yat»m und KtesaWkationsaymbole ) 
IPK 6 C12Q 


Recherchlerte aber nicht zum Mindestprulstotf gehbrende Verdtfentltehungen. aoweit dieee unter die recherchlerten Geb»ete fallen 


Wahrend der internationalen Recnerche konsultierte eleKtronlscne Oatenbank (Name der Datenbank und evtl. ve«.endete Suchbegnffo) 


C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN - 




Kategorle* 


BezekshnunQ der Vortillentlichung. soweil ertoKtortich unler Angabe der in Belracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


Y 

Y 


WO 96 00298 A ( INNOGENETICS NV ;JANNES 

GEERT (BE); ROSSAU RUDI (BE); HEUVERSWYN 

H) 4. Januar 1996 

1n (jer Anmeldung erwahnt 

slehe Seite 41, Zeile 30 - Se1te 42, Zeile 

16; Anspruche 33,34 

siehe Seite 95 

slehe Seite 71 

siehe Seite 1, Zeile 1 - Seite 3, Zeile 23 
slehe Seite 53, Zeile 16 - Seite 54, Zeile 
4; Beispiele 2,9 
siehe Seite 91, Spalte 9-22 

-/-- 


1,5,6 
10 


m Wei 
entr 


tere Verftttentlichungen sinti dor Forteeliung von FeW C zu jxj Siehe Anhang Palenttamilie 


v/^>Kw^»tii^K..r.>»an • "T" ^D&\QrG Ver6ftentllchunq. die nach dam internationalen Anmeldedatum 

» Besondere Kategonen von angegebenen VerOflentlichungen . %^derdem Priorlimad^^^ worden iat und mil der 
"A" Verbftentlichung. die den allgemeinen Stand der Techmk denniert. Anmeldung nicht kollidiert. sondern nur zum Verst&ndnis des der 

aber nicht als besondera bedeutsam anzusohen lat Ertindung zugrundellegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
"E " alteresDokument das jedoch erst am Oder nach dem internationalen Thoorlo angegeben ist 

Anmeldedatum verOffontlicht worden ist "X" Verottentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspmchte Ertindung 
-L" Ver6ltentlk:hung die geeignet ist. einen Priontatsanspruch rweltelhatt er- kann allein autgmnd dieser ^^^"f "'^^^^ "^"^ 
SrTtesse^^ erfinderischerTatlgkeitberuhendbetrachtetwerden 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentllchung belegt werden -y.. verfttlentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspmchte Ertindung 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben is! (wie j^apn nicht ate aut erllndenscher Tfitigkelt beruhend betrachlet 
auaoeliihrt) werden. wenn die Verotfentlrchung mit etner Oder mehreren a™®^®" 
"0" Veroffentllchung. die sich auf eine mOndllche Offenbarung. Verbftentlichungen dieser Kategorie in Vemindung gebracht wird und 

eine Benutzung. eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht dieae Verbindung fur einen Fachmann nahellagend lat 
"P" Verbftentlichung.'dte vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach verdftontUchung, die MItgtled derselben Patentiamill© iei 
dem beansoruchten Prloritatsdatum veroffontllcht worden ist ' 


Datum des Abschiusaes der internationalen Recherche 

2. Juli 1999 


Abeendedatum des intemationalen RectierchenberteWs 

19.07.99 


EuropSlKhM Patontamt. P.B. 5818 Patonllaan 2 
NL • 2280 HV Ri|8wt|k 
Tsl. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 opo nl. 
Fax: (♦31-70) 340-3016 


Bevollmfichtkiter Bedienaleter 

Reuter, U 
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Cirunseaung; ALb WLatN 1 uiun ANucacnciiL. uu • unt^ucn \»- 


Kategorle' 


Bezeichnung der Verdrtentllchung. soweit •rforderiich unter Angabe dor In Betmcht kommenden Taile 


Betr. Ansprueh Nr 


X 


WAGNER M ET AL: "Development of an 


1.5,6 




rRNA-targeted oligonucleotide probe 






specific for the genus Aclnetobacter and' 






its application for In situ monitoring In 






activated sludge." 






APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 












siehe das ganze Dokument 

— 




X 


IBRAHIM A ET AL: "Phyl ogenetic 


13 




relationship of the twenty-one DNA groups 






of the genus Aclnetobacter as revealed by 






16S ribosomal DNA sequence analysis." 






INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC 






BACTERIOLOGY, (1997 JUL) 47 (3) 837-41., 






XP002096199 




Y 


siehe Seite 840, Zeile 53 - Seite 841, 


1,5,6. 




Lei le Ji, MDui iQuny j 






siehe Seite 837 - Seite 839, Zeile 5 




Y 


— 

GUSCHIN D Y ET AL: "OLIGONUCLEOTIDE 


10 




MICROCHIPS AS GENOSENSORS FOR 


• 




DETERMINATIVE AND ENVIRONMENTAL STUDIES IN 






MICROBIOLOGY" 






APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 






Bd. 63, Nr. 6, Juni 1997, Seiten 






2397-2402, XP002064989 




A 

n 


siene oas ganze uoKuiiicnu 


I J, 3,0, 







11,12 


X 


WO 95 34574 A (MICROPROBE CORP ;BRITISCHGI 


1-4 




THERESA B (US); CAN6EL0SI GERARD A (US) 












siehe Seite 42; Tabelle 5 

— 




Y 


RAINEY F A ET AL: "The phyl ogenetic 


1,5.6, 




structure of the genus Acinetobacter" 


11,13,14 




FEMS MICROBIOLOGY LETTERS, (1994 DEC 15) 






19/1 ( 'K\ 'XAQ—t^'\ ypnn?nQfi?nn 






siehe das ganze Dokument 

— 




Y . 


ENRIGHT M C ET AL: "PHYLOGENETIC 


1,5,6, 




RELATIONSHIPS BETWEEN SOME MEMBERS OF- THE 


11,13,14 




GENERA NEISSERIA, ACINETOBACTER, 






MORAXELLA, AND KINGELLA BASED ON PARTIAL 






16S RIBOSOMAL DNA SEQUENCE ANALYSIS" 






INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC 






BACTERIOLOGY, 






Bd. 44, Nr. 3, Juli 1994, Seiten 387-391, 






YPnooArm^ftn 

Ar UUUQUOLOU 






siehe Zusammenfassung; Tabelle 1 
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C.(Fort8etzung) ALS WESENTUCH ANOESEHENE UNTERLAGEN 



Katsgorto* 


Bazeiclunjng (Mr VarONenlliclHjng. MtMit arforctorllch untor Angabs dar in BatiacM kommencton T«ile E 




Y 


US 5 541 308 A (H06AN JAMES 0 ET AL) 

30. Juli 1996 

siehe Zusammenfassung 

siehe Spalte 1 - Spalte 2, Zeile 6 

siehe Spalte 5, Zeile 43 - Spalte 8, Zeile 

6 


I, 5,6, 1 

II, 13,14 


A 


EHRMANN M ET AL: "REVERSE DOT BLOT 

HYBRIDIZATION: A USEFUL METHOD FOR THE 

DIRECT IDENTIFICATION OF LACTIC ACID 

BACTERIA IN FERMENTED FOOD" 

FEMS MICROBIOLOGY LETTERS, 1994, Seiten 

143-149, XP000612834 

<:iphp Zusanonenfassunci: Abbildung 1; 

Tabelle 2 


1-3,5,6, 
11 


A 


BRAUN-HOWLAND E B ET AL: "USE OF A 
SIMPLIFIED CELL BLOT TECHNIQUE AND 16S 
RRNA-DIRECTED PROBES FOR IDENTIFICATION OF 
COMMON ENVIRONMENTAL ISOLATES" 
APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 
Bd. 59, Nr. 10, Oktober 1993, Seiten 
3219-3224 XP000604178 
siehe das ganze Dokument 


1-3,5, 
13,14 


A 


Database Empatent 
Entry E04712 

Acc. Nr. E04712, 08-10-1997 

"Probe ONA for drug sensitivity analysis" 

XP002108049 

siehe Zusammenfassung 

& JP 1993 000 100 A (NIPPON FLOUR MILLS CO 
LTD) 8. Januar 1993 


1-4 


A 


WO 93 04199 A (SCIENT GENERICS LTD) 
A Marz 1993 
Siehe Be1 spiel 4 


1-4 


A 


EP 0 318 245 A (ML TECHNOLOGY VENTURES) 
31 Mai 1989 
siehe Bei spiel 1 


1-4 


P,X 


WO 97 41253 A (MIRA DIAGNOSTICA GMBH 
;LEISER ROBERT MATTHIAS (DE); SPERVESLAGE 
JE) 6. November 1997 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 


1-13 



Foimblan PCT/tSA^IO |Fof1«»llung von ei«R 2) (^i 1002) 
BNSOOCID: <WO Wg2Q23A3 l_> 



Selte 3 von 3 



Feld I BemerKungen zu den AnsprOohen, die aich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Biatt 1) 



Gem&D Artiket 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fQr bestimmte Anspruohe kein Recherehenbarloht erstetK: 

1 . Anspruche Nr. • » . . .i. 

— weil sie sich auf Gegenetande beziehen, zu deren Recherche die Behfirde nicht verpfliohtel ist, namlich 



2. Anspruche Nr. . * , ^ • ^ i. 

— well sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeachnebenen Anforderungen so wenig entaprechen, 
daB eine einnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, nAmlich 



3. AnsprOche Nr. « . ^ x i »» • -i 
weil es sich dabei um abhfingige AnsprOche handell, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgef aut atnd. 



Feld tl BemerKungen be! mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbeh6rdo hat festgestellt, dafJ diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enlhftit: 

siehe Zusatzblatt 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusAtzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, eratreckt sich dieser 
I — ' intemationale Recherchenbericht auf alle reoherehierbaren Anspruohe. 

p I I iVa fQr alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
^- I — I zuft&tzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hfitte, hat die Beh5rde nicht zur Zahlung einer solchen Gebflhr aufgefordert. 



3. r~l Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusAtzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, eratreokt sich diesor 
LJ'-' intemationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fQr die GebOhren entrichtet worden sind, nflmlioh auf die 
AnsprOche Nr. 

1-14 



4 I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusfttzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
— chenbericht beschrfinkt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst enwAhnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinalehtlich einea Wideraprucha [T| Die zusfttzliohen GebOhren wurden vom Anmelder unter WIderapnioh gezaWl. 

I I Die Zahlung zusfttzlioher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widarmpruoh. 



FormWatt PCT/ISA«1 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1)){Juli 1998) 
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Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 1), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



2. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 2), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



3. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 3), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



4. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 4), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



5. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 5). Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



6. Anspruche: 1» 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 6), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



7. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 7), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



8. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 
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Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 8), Nachwei sverf ahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



9. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 9), Nachwei sverf ahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



10. Anspruche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 10), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



11. Anspruche: 1» 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 11) » Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



12. Anspruche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 12), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



13. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 13), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



14. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 14), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



15. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 



Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 15), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



16. Ansprliche: 1, 5-14 (teilweise) 
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Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 16), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



17. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 17), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



18. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 18), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



19. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 19), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



20. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 2G), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



21. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 21), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



22. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 22), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



23. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 23), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 
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24, Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 24), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

25. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 25), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

?6. Ansoriiche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 26), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

27. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 27), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



28. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 28), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

29. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 29), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

30. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 30), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

31. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 31), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 
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3Z. 


Anspruche: ii o-i* iteiiweise; 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 32), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


33. 


Ansprucne: !♦ o-ih iteiiweisej 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 33), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


34. 


Anspruche: 1, b-i'* ^leiiweise; 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 34), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


35. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 




Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 35), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


36. 


Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 36), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


37. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 




Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 37), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


38. 


Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 38), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


39. 


Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 39), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 
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4G. Anspruche: 1. 5-14 (teilweise) 




Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 40), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


41. 


Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 41). Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


42. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 




Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 42), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


43. 


Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 43), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


44. 


Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 44), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


45. 


Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 45), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


46. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 




Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 46), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


47. 


Anspruche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 47). Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 



Seite 6 von 9 



1NSD0CID; <WO BMSOZSAS I > 



I 



Internationales Aktenzeiohen PCT/EP 98/06863 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ £10 



dieses Oligonukleotid beinhalten. 



48. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 48), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



49. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 49), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



50. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 50), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



51. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 51), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



52. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 52), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



53. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 53), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



54. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 54), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



55. AnsprUche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 55), Nachwei sverf ahren die 
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dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



56. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 56), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



57. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 57), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



58. Anspriiche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 58), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



59. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 59), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



60. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 60), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



61. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 61), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



62. Anspriiche: 1, 5-10, 13 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 62), Nachwei sverf ahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



63. Anspriiche: 2-4 (komplett), 1,5-13 (teilweise) 
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In Tabelle 1 angegebene Kombinationen von spezifischen mit 
kreuzreaktiven, unspezifischen 16S-RNA Sonden, 
Nachwei sverf ahren die diese Sondenkombinationen benutzen und 
Substrate und Kits die diese Sondenkombinationen beinhalten. 
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2. Claims nos: 1-16. 18-20 (in pan). 27 (in full) 

Invention 2: 

A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 2. 
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Lactobacillus curv^atus that is specific to the brewing process. Applications, 
methods and kits that use or contain said nucleic acids. 



6. 



Claims nos: 1-17. 19. 20 (in part) 



Invention 6: 
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Lactobacillaceae that are specific to the brewing process. Applications, methods 
and kits that use or contain said nucleic acids. 



A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 9- 
10, 26, 27, 35, 84-86. or derivatives and combinations thereof for determining the 
presence of bacteria of the genus Pediococcus that are specific to the brewing 
process. Applications, methods and kits that use or contain said nucleic acids. 



A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 1 1 , 
14, 28-30, 36, 87-93, 104, or derivatives and combinations thereof for determining 
the presence of bacteria of the genus Pectinatus that are specific to the brewing 
process. Applications, methods and kits that use or contain said nucleic acids. 



A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 15. 
16, 31, 37, 40-72. 97, 107, or derivatives and combinations thereof for 
determining the presence of bacteria of the genus Megasphaera that are specific to 
the brewing process. Applications, methods and kits that use or contain said 
nucleic acids. 



10. Claims nos: 1-20 (in pan). 24. 39 (in full) 

Invention 10: 

A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 1 7, 
18. 32, 38, 94, 105, or derivatives and combinations thereof for determining the 
presence of bacteria of the genus Selenomonas that are specific to the brewing 
process. Applications, methods and kits that use or contain said nucleic acids. 

1 1 . Claims nos: 1 -20 (in part), 25. 40-41 Cin full) 



7. Claims nos: 1-20 (in part) 21. 33. 34 (in full) 
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8. Claims nos: 1 -20 (in part), 22, 35-37 (in full) 
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9. Claims nos: 1-20 (in part), 23, 38 (in fiill) 
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Invemion 1 1 : 

A nucieic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 19. 
20. 33. 34. 39, 40-72, 95. 96. 106. or derivatives and combinations thereof for 
determining the presence of bacteria of the genus Zymophilus that are specific to 
the brewing process. AppHcations. methods and kits that use or contain said 
nucieic acids. 



A nucieic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 40- 
47. or derivatives and combinations thereof for determining the presence of all 
bacteria that are specific to the brewing process. Applications, methods and kits 
that use or contain said nucieic acids. 



Invention 13: 

A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 48- 
54, or derivatives and combinations thereof for determining the presence of all 
bacteria that are specific to the brewing process. Applications, methods and kits 
that use or contain said nucleic acids. 



Invention 14: 

A nucieic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 55- 
59, or derivatives and combinations thereof for determining the presence of all 
bacteria that are specific to the brewing process. Applications, methods and kits 
that use or contain said nucleic acids. 



Invention 15: 

A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 60- 
72. or derivatives and combinations thereof for determining the presence of all 
bacteria that are specific to the brewing process. Applications, methods and kits 
that use or contain said nucleic acids. 
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Claims nos: 1-16. 19, 20 (in pan) 



Invention 12: 



13. Claims nos: 1-16. 19. 20 fin part) 



14. Claims nos: 1-16. 19, 20 (in part) 



15. Claims nos: 1-16. 19. 20 (in pan) 
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(54) Bczclchnung: VERFAHREN ZUM NACHWEIS VON MIKROORGANISMEN 



(57) Abstract 



A method for identifying micro-organisms belonging to various taxes of micro-organisms, as specified in table I, in a sample which 
can contain a plurality of various micro-organisms of said taxes, by means of nucleic acid hybridization techniques using oligo nucleotides 
with sequence ID. No. 1-62 as probes in order to obtain a hybridization result, whereby at least one hybridization result is obtained for 
each micro-organism to be identified. 

(57) Zusammcnfassung 

Verfahrcn zum Nachweis von in Tabclle 1 angegeben Milcroorganismen verschiedener Taxa in einer Probe, die eine Viclzahl 
von verschiedenen Mikroorganismcn dieser Taxa cnthaltcn kann, mittcls Nuclcinsaurehybridisicrungstechniken bei Verwendung von 
Oligonucleotiden mit der Seq. ID. No 1 bis 62 als Sonden, unter Erhalt eines Hybridisierungsergebnisses, wobei fUr jeden nachzuweisenden 
Mikrooiganismus mindestens ein Hybridisierungsergebnis erhalten wird. 
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Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen 



Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen 
verschiedener Taxa in einer Probe, die eine Vielzahl von verschiedenen 
Mikroorganismen enthalten kann. 

Die Identifikation von Mikroorganismen aus komplexen Proben (die mehrere 
unterschiedliche Keime im Gemisch enthalten) ist eine wichtige und schwierige 
Aufgabe, zum Beispiel bei Hygieneuntersuchungen und anderen Vorhaben. 

Die WO-A-97/41253 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von einem 
Mikroorganismus oder mehreren Mikroorganismen in einer Probe, die eine Vielzahl 
von verschiedenen Mikroorganismen enthalt, mittels molekularbiologischer 
Techniken, wie Amplifikationsreaktionen, wobei mindestens eine Hybridisierungs- 
sonde (A), die konservierte Nucleinsauresequenzen in dem oder den interessierenden 
Mikroorganismus(men) anzuzeigen in der Lage ist und mindestens eine 
Hybridisierungssonde (B), die weniger konservierte Nucleinsauresequenzen in dem 
oder den interessierenden Mikroorganismus(men) anzuzeigen in der Lage ist, zu der 
Probe gegeben werden, mit der MaBgabe, daB pro interessierendem Mikroorganismus 
mindestens eine Hybridisierungssonde des Typs (A) und des Typs (B) vorhanden sein 
muB, sich die Probe in einem hybridisierangsfahigen Zustand befindet und durch ein 
entstehendes Hybridisierangsmuster eine Identifikation des oder der interessierenden 
Mikroorganismen erfolgt. 



2 - 



Nachteilig an der geschildeiten Methode ist. daB viele Bakterienarten aufgrund zu 
geringer Sequenzvariationen im Bereich der ribosomalen Gene, speziell der 16S 
rDNA, haufig Kreuzreaktionen mit den gewahlten Oligonucleotid-Sequenzen zeigen 
und demzufolge nicht voneinander differenziert werden konnen. 

WO-A-96/00298 betrifft ein Verfahren zur simultanen Detektion und Identifikation 
und Differentiation von Eu-Bakterien unter Verwendung eines Hybridisationassays. 
Dabei werden im wesenflichen 16S-23S rRNA Spaceibereiche amplifiziert und die 
erhaltenen NucleinsSuren mit Sonden spezifischer Art hybridisiert. Der Nachteil 
dieser Methode beruht darin, daB der 16S-23S-Spacerbereich bei vielen 
Mikroorganismen kein fiinktioneller Abschnitt ist und deswegen keinem oder nur 
einem sehr geiingen Selektionsdruck unterliegt. Als Folge lassen sich selbst innerhalb 
einer Art in den verschiedenen rDNA-Operonen Unterschiede in den LSngen und 
Sequenzen der Spacerbereiche nachweisen, die hSufig keinen Bezug zu 
phylogenetischen Zusammenhangen erkennen lassen (T. Hain: Molekulare 
Identifiziemng von Streptomyzeten fiber Sequenzanalyse der Spacerbereiche 
ribosomaler RNA-Operone: Diplomarbeit Naturwiss. Fak. Der TU Carolo Wilhemina 
Braunschweig, 1995. 63 S.) und deshalb fur diagnostische Fragestellungen ungeeignet 
erecheinen. Ein weiterer Nachteil besteht darin, daB die Spacersequenzen bisher nur 
bei wenigen Arten untersucht sind und es demzufolge fur sie im Unterschied zu den 
16S rDNA-Sequenzen noch keine ausreichenden Sequenzdatenbanken gibt. Dies 
bedeutet, daB bislang nicht genugend Sequenzinformationen vorliegen, um 
Nachweismethoden auf der Basis der Spacerregionen fiir die wichtigsten 
Bakterienarten zu entwickeln, selbst wemi der erstgeriannte Nachteil beherrschbar 



ware. 



EP-A-0 497 464 Al betrifft einen mikrobiologischen Schnellassay durch in situ 
Hybridisation in wSBriger LSsung. Dabei werden die Mikroorganismen zunfichst mit 
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einer wafirigen Zusammensetzung in Kontakt gebracht, wodurch die 
Mikroorganismen zum einen fixiert und zum anderen die Zellwande fiir 
Oligonucleotide durchlassig gemacht werden. Danach werden markierte Nuclein- 
sauresonden zugegeben, die mit bestimmten Nucleotidsequenzen in der zellularai 
Nucleinsaure komplementar sind, so dafi sich eine Hybridisieningsreaktion einstellt, 
gefolgt von einer Detektioh der hybridisierten Nucleinsaure Dieses Verfahren betrifit 
eine In-situ-Hybridisieningsmefliode. Die Erkenntnisse und Methoden sind auf in- 
vitro-Analysen, wie sie bei PCR- und Hybridisierungstests in ReaktionsgefaBen mit 
isolierter Ziel-Nucleinsaure iiblich sind, nicht ubertragbar. In-situ-Methoden haben 
den Nachteil, daB Probenvorbereitung und/oder Testdurchfiihrung, insbesondere was 
den Detektionsteil betrififl, sehr komplizierte und teure Goate erfordart 

US-A-5,614,361 betrifift ein Verfahren zur Charakterisierung eines unbekannten 
Organismus in einer Probe durch Bestimmung der Position eines Teils oder der 
gesamten konservierten DNA des betreffenden Organismus relativ zur Position von 
Restriktionsendonuclease-Spaltungsstellen in der DNA, wobei sich ein fur einen 
bestimmten Mikroorganismus charakteristisches Muster einstellt. Nachteilig an 
diesem Verfahren ist, daB die Identifizierung von Organismen anhand ihrer DNA- 
Spaltrauster nach Abbau durch Restiiktionsoidonucleasen sehr aufwendig ist und die 
Reinkultur der zu analysierenden Organismen verlangt. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem besteht mithin darin, 
zunachst die genannten Nachteile des Standes der Technik zu vermeiden und daruber 
hinaus auch dem Anwender ein Verfahren an die Hand zu geben, daB es ihm nach 
MaBgabe seiner analytischen Probleme erlaubt, ein Assay- Verfahren zusammen- 
zustellen, daB auf die spezifischen Bedurfiiisse eines Analysenproblems zugeschnitten 
ist. 
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Geiost wird dieses P«.blen, d«roh ein Verfahren mit den Merkmalen des Anspruohs 1. 
Die Unteranspriiche betreffen bevoizugte AmfBhrungsfomien des erfindungsgenrtBen 

Verfahrens. 

tlberraschenderweise gewahrleisten die erfmdungsgemafien Oligonucleotide mit den 
Seq. ID. Nr. 1 - 62 gemaB Sequenzprotokoll eine praxisgerechte Baktenen- 
identifikation. 

Die variablen Regitmen ribc^omaler Gensequenzen sind Mufig benutz. worden, um 
phylogenetisebe Zus.mn,enhange zwisehen untersehicdlichen Arten hemastellen und 
DNA-Sonden bzw. PCR-Startoligonucleotide fBr diagnostische oder analytische 
Zwecke zu entwerfen und zu verwenden. 

Allerdings hat sicl> hierbei mittlerweile in der Fachwelt die Anschauung durchgesetzt, 
daB die Sequenzen insbesondere der kleinen riboscnalen RNA (16S rDNA von 
Prokatyonlen) »enig geeignet sind, um enger vetwandte Bakterienarten geschwe,ge 
dem. -samme hhueichend voneinander mitetscbeiden zu k6nnen. So sohreiben z. B. 
Bany et al Cn.e 16sa3s ribosomal spaeer region as a target for DNA probes to 
identify eubacteria. PCR Methods and Applications J.(199)) 51 - 56). daB zu wenig 
Sequenzvariationen zwisehen den 16S rRNA-Genen von eng ver^andten 
Mikroorganismen beobachtet werden. Cilia et al. (Sequence heterogenedes among 
,6S ribosomal RNA sequences, and their effect on phylogenetic analyses at the 
species level, Molec. Biol, Bvol. 13.(1996) 451 - 461) stellen fest. dafl rRNA- 
Sequenzen der kleinen Untereinhei. nicht adaquat geeignet sind. um phylogenettsche 
Beziehungen zwisehen eng verwandten Arten, geschweige denn ve^taedenen 
StSmmen imterhalb einer Art zu analysieren. Sie zitieren hierzu weitere Autoren (Ash 
et al.. Phylogenetic heterogeneity of the genus Bacillus revealed by coinp»at.ve 
analysis of small-subunit-ribosomal RNA sequences. Lett. Appl. Microbiol. 11 (1991) 
202 - 206- Rfissler et al., 1991; Ruimy et al., 1994). AhnUch SuBem sich Berth>er und 
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Ehrlich (Rapid species identification with two groups of closely related lactobacilli 
using PGR primere that target the 16S/23S rRNA spacer region. Ferns Microbiol. 
Lettere 161 (1998) 97 - 106). rRNA-Sonden eng verwandter Arten konnen aufgrund 
der hohen Ahnlichkeit der rRNA-Sequenzen nicht verwendet werden. Sie zitieren 
hierzu weiterhin Fox et al. (How close is close: 16S rRNA sequence identity may not 
be sufficient to guarantee species identify, Int J. Bacteriol. 42 (1992) 166 - 170), 
Schleifer et al. (Application of molecular methods for the classification and 
identification of lactic acid bacteria, Int. Dairy J. 5 (1995) 1081 - 1094) und Curk et al. 
(Lactobacillus paraplantanim sp. Nov., A new species related to Lactobacillus 
plantarum, Int. J. Syst Bacteriol. 46 (1996) 595 - 598. 

Das erfmdungsgemafic Verfahren erlaubt auch eine simultane Erfassung und 
simultanen Nachweis von Mikroorganismen verschiedener Taxa in einer Probe, die 
eine Vielzahl von verschiedenen Mikroorganismen enthalten kann. Unter dem Begriff 
"Taxon" werden Familien, Gattungen, Arten und Unterarten von Mikroorganismen 
verstanden. 

Basis fiir das erfindungsgemaBe Verfahren ist die Anwflndung von 
Nucleinsaurehybridisierungstechniken. Dabei werden Hybridisierungssonden 
eingesetzt, die mit DNA oder RNA, die indikativ fur Mikroorganismen sind und aus 
den nachzuweisenden Organismen stammen, in Wechselwirkung treten. Ist die 
Konzentration an nachzuweisender Nucleinsaure zu gering, kSnnen gegebenenfells 
Amplifikationstechniken zur Erhohung der Konzentration eingesetzt werden. Durch 
Hybridisierung der Sonden mit der DNA oder RNA wird ein Hybridisierungsergebnis 
erhalten. ErfindungsgemaB ist dabei wesentlich, daB fiir jeden nachzuweisenden 
Mikroorganismus zunachst mindestens ein Hybridisierungsergebnis erhalten wird. 
Dies kann insbesondere durch das in der WO-A-97/41253 beschriebene Verfahren 
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erfolgen. Auf den Gegenstand der WO-A-97/41253 wird ausdriicklich Bca.g 

genommen. 

Als Sonden werfen erfmdungsgemaB Oligonucleotide etagesetzt. die einer der in. 
SequenzprotokoU mit den Seq. Id. Nr. 1 - 62 ausgewiesenen Sequenzen besitzt. Dabei 
kann erfindungsgemSB sowohl das gesamte Ensemble der Oligonucleotide mit den Nr. 
I . 62 eingesetzt werden oder aber der Ajiwender sucht die zu semem 
Nachweispn*lem zugehodgen Oligonucleotide mit der MaBgabe der Zuordnung 
gemaB Tabelle I aus. Erfindungs«esentiich ist, daB die Tabelle 1 angibt, «elche der 
genannten Oligonucleotidsequenzcn indikativ fur das betieffende Taxon ist 





Yersinia cnterocolitica 



•) Acinetobacter anitra (DSM 30008), Acinetobacter baumannii (DSM 30007), 
Acinetobacter haemolyticus •• mciv/f mo^ 

2) Acinetobacter baumannii (DSM 30007), Acinetobacter baumannii (DSM 1139), 
Acinetobacter calcoaceticus (DSM 30006), Acinetobacter haemolyticus 

5) Aeromonas caviae, Aeromonas enteropelogenes 

^) Alcaligenes denitrificans, Alcaligenes faecalis 

Campylobacter Spezies ♦^,«ua^*«. 
Citrobacter freundii, Edwardsiella tarda, Enterobacter aerogenes, Enterobacter 
do^cae, Escherichia' coli/S.spp., Hafhia alvei, Klebsiella oxytoca, Ple^om^^^^^^ 
shigelloides. Salmonella Typhiraurium, Serratia marcescens, Vibno vulnificus, 
Yersinia enterocolitica 

P bedeutet "positiv" 



wo 99/22023 



Die Tabelle 2 stellt die Konkordanz zwischen den Oligonucleotiden und deren 
Bezeichnung gemaB Tabelle 1 her. 
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GAG TTT GAT CCT GGC TCA G verwendet (Seq. Id. Nr. 62). 



Tabelle 2 

ID-Nr. Abkurzung Sequenz5'-3' 

1 Ac.anlr CAC TAT CTC TAG GTA TTA ACT AAA GT 

2 Accalr AGG TAT TAA CTT GAG TAG CC 

3. Ac.xxlT CGAGTAACGTCCACTATCTG 

4. Ae.calr CCA GCA GAT ATT AGO TAG TG 

5. Achy Ir TTG ATA CGT ATT AGG CAT CA 

6. Ae.hy2r GTT GAT ACG TAT TAG GCA TCA 

7 Ae.salr TTG ACA CGT ATT AGG CGC 

8 Ae.sclr TGG CAG GTA TTA ACC ACC A 

9 Al.fa2r TCT CGT ATT AGG AGA TAC CTT 

10 Al.xxlr TAC TGG GCA CGT TCC GAT AT 
11. Al.xx2r ATATCGGCCGCTCCAATAGT 
12 Ba.ce gr2r TAC CGT CAA GGT GCC AGC T 

13. Ba.ce/stplr CCA TGC GGT TCA AAA TGTT 

14. Ba.ce grlr CCA GCT TAT TCA ACT AGC 

15 Ba.lagrlr CGG AAA CCC TCC AAC A 

16 Ba.su2r ACC GCC CTA TTC GAA CGG T 

17 Br.th2r AGC GCG GGT CCA TCT CAC 

18. Br.th3r CAT CTT ATG ATG TTC AGC ACA 

19 Ca.dilr CC ATG CGG TCA CTT GAA AT 

20. Ca.jelr AG TGT CAT CCT CCA 

21 Ca.je2r ATT CTT CCC TAA GAA AAG GAG 

22 Ca.je3r CGT CAG AAT TCT TCC CTA AG 

23 Ca.pi/galr TCA TGC GAT TCC TGA AAC 

24 Ci.fr2r GT AAC GTC AAT GGC TGA GGT 

25 Ci.fr3r TT CTC TGG ATG TCA AGA GT 

26 Ci.fr5r CC AAG GCA TCT CTG CCA AG 

27 Cl.pelr CC TTT GGT TGA ATG ATG 

28 Ed.talr CC CGT ATC TCT ACA GGA 

29 Bn.ae2r GAG TAA CGT CAA TCG CCA AG 



ID-Nr. 


Abkurzung 


30 


En.cl3r 


31 


Es.co2r 


32 


Es.co3r 


33. 


Fl.brlr 


34. 


Fl.br2r 


35. 


Fl.odlr 


36. 


Gamma 1 


37 


Ha.al2r 


38 


Kl.ox3r 


39 


La.palr 


40 


La.pa2r 


41 


Li.mo2 r 


42 


Mi.la2r 


4^? 


Mi.xxlr 


44 


Mo.bolr 


45 


Moxa2r 


46 


Pe.da/palr 


47 


Pl.shlr 


48 


Pr.vu3r 




Ps.aelr 


SO 


Ra.pilr 




Ra-pi2r 


52. 


Sa.ty2r 


53. 


Sa.xxSr 


54 


Se.malr 




St.au/halr 


56 


St.au2rpre 


57 


Str.aglr 


58. 


Str.ag3r 


59. 


Vi.vulr 


60. 


Vi.vu2r 


61. 


Ye.enlr 


62. 


10-30f 



Sequenz 5 '-3' 

AG CCG TTA CCC CAC CTA CT 
GCA AAG GTA TTA ACT TTA CTC 
GTA ACG TCA ATG AGC AAA GG 
TA CGC ATG CCT ATC CTA CT 
TG GTA CCT TCA GCT ACT TA 
CCA TGG AGC ATT AAT CCG AA 
AAG GTC CCC CTC TTT GGT 
GT AAC GTC AAT CAC TGT GG 
GGT AAC GTC AAT G AA TAA GGT 
CAA CAG TTA CTC TGC CGA CCA 
TTA CGC CAT CTT TCA GCC A 
CAA GCA GTT ACT CTT AT 
AT TTC TGG CCC GTT CTC GT 
ATT TCT GGC CCG TTC TCG 
CTA TCT CTA GCG AAT TCT TGG 
GGT AAC GTC AGG GCT TAT G 
TGG ATA CCG TCA CTG CAT GAG 
CCA CTA GGT ATT AAC TAG TGA 
AAC CCC TGC TTT GGT CCG TA 
CCG TAC TCT AGC TCA GT 
GGT ATT AAC CAG AGC CAT 
TAG CCG TGC AGT CAC CA 
CTG CGG TTA TTA ACC ACA ACA 
ACC AAT CCA TCT CTG GAT TC 
ATG AGC GTA TTA AGC TCA CCA 
GGC TCT ATC TCT" AGA GTT G 
GTG CAC AGT TAC TTA CAC ATA 
ATT TTC CAC TCC TAC CAA C 
CCG TTT CCA AAG CGT ACA AT 
GCT AAC GTC AAA TGA TAG TGC 
GCT AAC GTC AAA TGATGC CGC 
AAC AAC GTA TTA AGT TATTGG 
GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 



Vorzugsweise wird erfmdungsgemaB eine weitere Hybridisiemng mittels mindestens 
einer Hybridisierungssonde durchgefiihrt, die von der ersten Hybridisienmgssonde 
unterschiedlich ist, aber auch eine der Seq. ID Nr. 1 - 61 aufweist. Dies fUhrt dann 
entweder zum Auftreten oder zum Ausbleiben .von Kreuzieaktionen. Diese 
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Information kann dann zur eindeutigen Identifikation der Mikroorganismen oder eines 
Mikroorganismenensembles in einer Probe heranzogen werden. 

Vorteilhaft am erfindungsgemaBen Verfahren ist mithin die Moglichkeit, in 
eindeutiger Weise bestimmte Mikroorganismen allein oder ein Ensemble von 
Mikroorganismen simultan zu bestimmen. Die Auswertung der Hybridisierungs- 
ergebnisse kann dann beispielsweise durch eine zweidimensionale Auftragung der 
Hybridisierungsergebnisse erfolgen. Es ergibt sich dabei ein bestimmtes 
Hybrid] si erungsmuster, welches indikativ fiir ein bestimmtes Mikroorganismen- 
ensemble ist. Solche Muster konnen 2.B. in Datenbanken abgelegt. werden. 
Insbesondere bei Reihenuntersuchungen konnen solche Muster abgefragt werden und 
zur schnellen und sicheren Identifizierang eingesetzt werden. Das erfindungsgemafie 
Verfahren eignet sich mithin insbesondere fur automatisierbare Untersuchungen. 

Vorzugsweise erfolgt eine Detektion der Kreuzreaktion raumlich und/oder zeitlich 
oder durch verschiedene Markiemngen der Sonden. 

Vorzugsweise kann die raumliche Anordnung der Hybridisierungsergebnisse auf 
einem Substrat erfolgen. Als Substrate kommen beliebige, in der Molekularbiologie 
gebrauchliche Tragersysteme in Betracht, wie beispielsweise Mikrotiterplatten, 
Blotting-Papiere, Spezialmembranen oder DNA-Chips. 

Eine zeitliche Auflosung der Kreuzreaktion bietet sich bei DurchfluBverfahren an. Es 
werden der Probe sequentiell Hybridisierungssonden zugesetzt und deren 
Wechselwirkung mit in der Probe enthaltener Nucleinsaure imtersucht. 

Altemativ kann auch bei einer statischen Analyse durch Wahl geeigneter 
Markierungsreagenzien eine zeitliche Aufiiahme der Hybridisierungsergebnisse in 
Mustem erfolgen. Beispielsweise ist dies m5gHch durch Verwendung von Farbstoffen 
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unterschiedlicher spektraler Charakteristika oder von Fluoreszeirzmarkem mit kuizer, 
unterschiedlicher oder zeitversetzter Lebensdauer. Auch die in zeidicher Abhangigkeit 
aufgenommenen Hybridisierungsmuster konnen in Datenbanken abgelegt werden und 
dann bei Abgleich mit einer aktuellen Probe als Hinweis fiir den mikrobiologischen 
Zustand dieser Probe dienen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind mithin auch Oligonucleotide mit denen 
in Seq. Id. Nr. 1 - 61 wiedergegebenen Sequenzen. 

Die erfindungsgemaBen Oligonucleotide konnen insbesondere in Form von Kits 
zusammen mit Hilfsmitteln zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
angeboten werden. In vorteilhafter Weise sind dabei die Oligonucleotide auf einem 
Substrat angeordnet. Die Anordnung kann insbesondere in festen Zuordnungen 
erfolgen, so daB bei positiver Hybridisierung eine Detektion auf einem Substrat 
jeweils an einer standardisierten gleichen Stelle erscheint, v^as eine Automatisierung 
der Auswertung erleichtert. 

Das erfmdungsgemaBe Verfahren wird anhand der folgenden Beispiele naher 
erlautert, 

Beispiel 1 

Voranreicherung und Extraktion der Mikroorganismen 

Zur Voranreicherung werden 100 ml des Probenmaterials mit 300 ml nicht 
selektivem Flussigmedium (CASO-Bouillon), versetzt und fur 4 - 18 h im 
Brutschrank bei 28 - 2>TC (abhangig von den Zielorganismen) bebriitet. 
AnschlieBend erfolgt die Entnahme von 1,5 ml dieser Fliissiganreicherung fur die 
nachfolgende Extraktion der DNA. Diese LSsung wird fiir 2 min bei 8000 g 



zentrifugiert, der entstandene Oberstand verworfen und das Sediment (Pellet) in 100 
ii\ Puffer 1 (2 mg/ml Lysozym, 20 jig/ml Lysostaphin, 100 mM Tris/HCl pH 7,2 - 
7,4, 2 mM CaCU, 4 % Saccharose-L6sung, Proteinase K-L6sung (20 mg/ml HjO)) 
resuspendiert. Danach erfolgt die Zugabe von 20 ^il RNase A-L6sung (20 mg/ml in 
Natriumacetatpuffer, pH 5,2) und Vermischung der Suspension auf dem Schiittler. 
Im Anschlufi daran wird das Gemisch fiir 10 min bei eO'^C im Schuttelwasserbad 
inkubiert. Anschlieflend werden dieser Losung 100 ^il Puffer 2 (10% SDS-L6sung, 
1,5 mM EDTA) zugegeben und nochmals fiir 10 min bei 60°C im 
Schuttelwasserbad inkubiert. Die Reinigung der DNA erfolgt mittels DNA- 
Reinigungssaulen (QIAamp von QIAGEN). Hierzu wird die Losung mit 200 ^1 
Bindungspuffer (AL-Puffer QIAGEN) und 200 ^1 absolutem Alkohol versetzt und 
auf dem Schiittler gut durchmischt. Das gesamte Volumen wird anschliefiend auf 
cine Reinigungssaule (in einem Leertube fixiert) gegeben und fur Imin bei 8000 g 
zentrifugiert. Das Zentrifugat wird verworfen, die Reinigungssaule in ein neues 
Leertube gegeben und mit 500 ^il Waschpuffer (AW-Pufifer von QIAGEN) 
beschickt. Es folgt eine emeute Zentrifiigation fur Imin bei 8000 g und Verwerfen 
des entstandenen Zentrifugates. Danach werden 200 \i\ H2O (auf 60?C vorgewaimt) 
zugegeben und fiir Imin bei 8000 g zentrifugiert. Die auf diesem Wege eluierte 
DNA kann nun fiir die nachfolgende Identifizierung mittels PGR herangezogen 
werden. 

Identifizierung der Mikroorganismen mittels PGR 

Zur Durchfiihrung der PGR werden folgende Reaktionskomponenten miteinander 
vermischt: 



- 13 - 

10 X PCR-Puffer (0,1 % Tween, 660 mM Tris/HCl pH 8,8, 166 mM (NH4)2S04 



5,0 ^l 

MgCl2(25mM) 5»0 

dNTP's(je2mM) 5,0 jil 
Taq-Polymerase (5 U/^il) 

DNA-Template (0,2 ng/^1) 5,0 \i\ 

PriinerA(30pmol) I'^^il 
Primer B (30 pmol) 

H,0 27,8 Hi 



Die Amplifikation der Ziel-DNA (Target-DNA) erfolgt in einem Thermocycler 
(GeneAmp PGR System 9700 von Perkin Elmer) mit vorzugsweise beheiztem 
Deckel. Hierbei wird die DNA zuerst fur 5 min bei 94°G denaturiert und 
anschlieBend fiir 30 Zyklen unter folgenden Bedingungen amplifiziert: 

30 sec 94'*G Zyklus-Denaturierung 

15 sec SS^'C Primer-Hybridisierung („Annealing„) 

20 sec 72°C Elongation („Extension„) 

Zum AbschluB des PGR-Programmes erfolgt eine nochmalige Elongation bei 72''C 
fur Imin. 

Die Auswahl der Starteroligonucleotide (Primer) bestimmt letztendlich die 
Taxonspezifitat der PCR-Amplifikation und ermoglicht somit die Identifizierung der 
in der Probe vorhandenen Bakterien. Hierbei kann der Primer A sowohl zur 
taxonspezifischen Hybridisierung an einen variablen Bereich der Ziel-DNA, als 
auch zur breitbandspezifischen Hybridisierung an einen in alien Bakterien 
homologen Sequenzbereich dienen. Hingegen hybridisiert Primer B an einen 
artspezifischen Sequenzbereich der Bakterien-DNA und ist somit der entscheidende 
Faktor zur Bestimmung der Spezies/Gattung oder Gruppe. Fiir jeden 
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nachzuweisenden Organismus werden die jeweils benStigten Starteroligonucleotide 
A und B benotigt. 



peispiel 2: Milch 

Bei den zum Nachweis in Milch relevanten Bakterien handeU es sich in erster Linie 
urn folgende Gattungen/Spezies: 

E. coH 

Campylobacter spezies 
Listeria spezies 
Salmonella spezies 

Zur Identifizierung der oben genannten Bakterien werden die nachfolgend 
aufgefiihrten DNA-Starteroligonucleotide herangezogen: 

Gattung/Spezies Starteroligonucleotid A Starteroligonucleotid B 



E.coH 



Campylobacter spezies 

Listeria spezies 
Salmonella spezies 



10-30f (Seq. ID. Nr. 62) Es.co3r (ID-Nr. 32) 

10-30f Ca.jelr (ID-Nr. 20) 

10-30f Li.mo2r (ID-Nr. 41) 

10-30f Sa.xx5r (ID-Nr. 53) 
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Rftis piel 3: Wasser 

Bei den zum Nachweis in Wasser relevanten Bakterien handelt es sich in erster 

Linieura folgende Gattungen/Spezies: 

E.CQli 

Enterobacter aerogenes 
Klebsiella oxytoca 
Pseudomonas aeruginosa 
Enterobakterien*^ 

Zur Identifizierung der oben genannten Bakterien werden die nachfolgend 
aufgefuhrten DNA-Starteroligonucleotide herangezogen: 

Gattung/Spezies Starteroligonucleotid A Starteroligonucleotid B 

E.coli 10-30f Es.co3r(ID-Nr.32) 

Enterobacter aerogenes 10-30f En.ae2r (ID-Nr. 29) 

Klebsiella oxytoca . 10-30f Kl.ox3r (ID-Nr. 38) 

Pseudomonas aeruginosa 10-30f Ps.aelr (ID-Nr. 49) 

Enterobakterien*^) 10-30f Gammalr (ID-Nr.36) 

« Citrobacter freundii, Edwardsiella tarda, Enterobacter aerogenes, Enterobacter 
cloacae, Escherichia coli/S.spp., Hafoia alvei, Klebsiella oxytoca. Plesiomonas 
shigelloides, Salmonella Typhimurium. Serratia marcescens, Vibrio vulnificus, 
Yersinia enterocolitica 
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Beispiel 4 : Ffir unterschiedliche in der Praxis vorkommende Proben wurden 
artifizielle Gemische im Experiment untCTSUcht (Tabelle 2) 

Haufige Fragestellungen in der Praxis erfordem vielfach eine Identifizienmg von 
ganz bestimmten Keimen oder eines reduzierten Artenspektrums. Dies liegt in den 
ganz unterschiedlichen Wachstumsanforderungen der Bakterien begriindet, das 
heiflt, daB nicht alle Bakterienarten gleichsam in unterschiedlichen Proben wachsen 
Oder leben kSnnen. Hieraus ergibt sich fiir Untersuchungen an Proben haufig die 
Bestimmung ganz bestimmter Bakterienarten, -gattungen, oder -gnippen (Beispiele 
2 und 3). In Tabelle 1 sind Identifizienmgen von Organismen dargestellt, die in 
ganz unterschiedlichen artifizielien Gemischen hinsichtlich dieser Pramisse gepriift 
und einwandfrei bestimmt werden konnten. 

Zur Identifizierung werden die Amplifikate der PCR-Reaktion auf ein 1 % 
Agarosegel aufgetragen und bei 5 - 6 V/cm Elektrodenabstand im elektrischen Feld 
durch Horizontalgelelektrophorese aufgetrennt. AnschlieBend wird das Agarosegel 
fur lOmin in emer 0,5 ^ig/ml Ethidiumbromid/TAE-Puffer-Losung gefarbt und unter 
einem UV-Transilluminator bei 254 nm photodokumentiert. 

Die entwickelten Starteioligonucleotide weisen die genannten Bakterien auch in 
Mischproben hochspezifisch nach. Sofem eine Probe eine oder mehiere der 
gesuchten Bakterien enthalt, wird dies durch eine Bande mit defmierter GroBe auf 
dem Elektrophoresegel sichtbar. 
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Anspriiche 

Verfahren zum Nachweis von in Tabelle 1 angegebenen Mikroorganismen 
verschiedener Taxa in einer Probe, die eine Vielzahl von verschiedenen 
Mikroorganismen dieser Taxa enthalten kann, mittels Nucleinsaurehybri- 
disierungstechniken bei Verwendung von Oligonucleotiden mit der Seq. ID. 
No 1 bis 62 als Sonden, unter Erhalt eines Hybridisieningsergebnisses, wobei 
fur jeden nachzuweisenden Mikroorganismus mindestens ein 
Hybridisierungsergebnis erhalten wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei mittels einer Kreuzreaktion durch 
Zugabe mindestens einer zweiten von der ersten Sonde verschiedenen 
Hybridisierungssonde, die ausgewahlt ist aus der Gruppe der Oligonucleotide 
mit den Seq. ID No 1 bis 62 nach MaBgabe der in Tabelle 1 erfolgten 
Zuordnung, eine eindeutige Identifizierung des nachzuweisenden 
Mikroorganismus oder Gruppe von Mikroorganismen erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei eine Detektion der Kreuzreaktion 
rauralich und/oder zeitlich aufgelost erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Detektion 
durch Verwendung unterschiedlicher Markierungen der Hybridisierungs- 
sonden erfolgt. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Hybridisierungsergebnisse auf einem Substrat angeordnet 
sind. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei die auf dem Substrat angeordneten 
Hybridisierungsergebnisse ein fiir die nachzuweisenden Mikroorganismen 
charakteristisches Muster ei:geben. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi das Hybri- 
disierungsergebnis in Abhangigkeit von der Zeit aufgenommen wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi das zeitlich 
aufgenommene Hybridisierungsmuster spezifisch far die nachzuweisenden 
Mikroorganismen oder ein Ensemble von Mikroorganismen ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl ein 
Hybridisierungsmuster durch Aufhahme von Hybridisierungsergebnissen 
ersteUt wird, die durch Sonden mit unterschiedlicher Markierung erstellt 
werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi das Substrat ein 
DNA-Chip ist. 

11. Substrat mit mindestens einer Art von Oligonucleotiden gemafl Seq. ID. No 
1-61. 

12. Substrat nach Anspruch 11, wobei das Substrat als DNA-Chip ausgebildet 
ist. 
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Kit enthaltend mindestens ein Oligonucleotid mit der Seq. Id. No 1 - 62, ggf. 
auf mindestens einem Substrat nach einem der Ansprflche 11 oder 12 sowie 
Hilfsmittel zu Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 
10. 



Oligonucleotide mit den in Seq. Id. Nr. 1 - 61 wiedergebenen Sequenzen. 
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The International Searching Authority has found that this international application contains 
multiple inventions, as follows: 

1 . Claims Nos. 1 ,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 1), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits, which contain this oligonucleotide. 

2. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 2), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

3. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 3), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

4. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 4), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

5. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 5), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

6. Claims Nos. 1 ,5-1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 6), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

7. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 7), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

8. ClaunsNos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 8), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

9. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 9), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

10. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 10), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

1 1 . Claims Nos. 1 ,5-1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 1 1), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 



Fonn PCT/ISA/IIO (patem fanuly annex) (July 1992) 



PCT/EP 98/06863 



12. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No, 12), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

13. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 13), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

14. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 14), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

!5. Claims Nos. 1,5-14 (i.n part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 15), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

1 6. Claims Nos. 1 ,5- 1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 1 6), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

1 7. Claims Nos. 1 ,5- 1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 1 7), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

1 8. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 1 8), identification methods which use tixis oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

1 9. Claims Nos. 1 ,5- 1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 1 9), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

20. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

OUgonucleotide (Seq. ID. No. 20), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

21. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 21), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

22. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 22), identification metiiods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

23. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 23), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

24. . Claims Nos. 1 ,5-1 4 (in part) 
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Oligonucleotide (Seq. ID. No. 24), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

25. .Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 25), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

26. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 26), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

27. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 27), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

28. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 28), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

29. Claims Nos. 1,5-14 (in part) . 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 29), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

30. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 30), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

3 1 . Claims Nos. 1 ,5- 1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 31), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

32. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

OUgonucleotide (Seq. ID. No. 32), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

33. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 33), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

34. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 34), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

35. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 35), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

36. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 36), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 
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37. Claims Nos. 1 ,5- 1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq, ID. No. 37), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

38. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 38), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

39. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 39), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

40. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 40), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

41 Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 41), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

42 Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 42), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

43. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 43), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

44. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 44), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

45 . Claims Nos. 1 ,5- 1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 45), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

46. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 46), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

47. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 47), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

48. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 48), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

49. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 
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Oligonucleotide (Seq. ID. No. 49), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

50. Claims Nos. 1 ,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 50), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

51. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 51), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

52. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 52), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

53. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 53), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

54. Claims Nos. 1 ,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 54), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

55. Claims Nos. 1 ,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 55), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

56. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 56), identification methods which use this ohgonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

57. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 57), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

58. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 58), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

59. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 59), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

60. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 60), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

61. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 61), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 
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62. Claims Nos. 1,5-10, 13 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 62), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

63. Claims Nos. 2-4 (in full); 1, 5-13 (in part) 

Specific and cross-reactive, non specific 16S RNA probe combinations, as cited in table 1, 
identification methods using these probe combinations and substrates and kits containing 
these probe combinations. 
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_ (54) I lilc: ML lUOl^ AND NUCLEIC ACIDS I'OK DETEKMININC 'i'Ml- PRESENCE 01 MICRO-OKGAMSMS SPbCIMC 
^ TO THE BREWING PROCESS 

E (54) Be/eichnun};: VERI-AHREN UND NDKLEINSADREN ZLKM NACHWEIS VON liRALEREIRiXEVANTEN MIKROOK- 
= GANISMEN 

= (57) Al)straci: Tiic invention rchiics :i incifuKl lor dctciiuininv: \hv pvcscu^i- of niiciw-oruanisnis .spcciljf to ihc bicwinj.' process. 
T in addiiion u» nucleic ucids ;incl conibnuiiions i hereof which can be used in said method. The invenium also relates lo tiie use ol 
^ the inveniivf nucleic acids or conibinalions Ihereol' loi delerminine and/or idenlil yiny and/or chissilyini' ditlcrent L»enera or species 
W. oi nncro-oruanisms specitlc tlie brewifie process. The invention aims lo provide a nieihiKl and a means of rapidly lesiinjj beer 
S and brewing raw materials lor ciMUannnation by micro-organisms, wliereby ihe te.si sliouid encompass the whole ranee ot possible 
^ beer-conlaminaiive micro-organisms. This is achieved by a method which comprises the tblU^winu steps: (a) Ihe sample is brought 
= inio contact with a combination ol at least two first nucleic acid n)olecules (prinjiTs) which hybridise with a conserved area of 
= Ihe microbial nucleic acid in micro-oreanisms speciHc to the brewing jirocess: (b) aniplificaiion of the microbial nucleic acid or a 
= portion thereof, in order to create at least one aiiiplificaiion Iraiimeni: (c) the aniplilicaiion Iraemeni obtained in step (b) is brought 

— into coniaci with at least a sccoiid nucleic acid molecule (probe) wliich sptxifically hybridises with at least one amphTication fragment 
= comprising a set|uencc of llie microbial nucleic acid specific lo all the nncro-organisms present in the brewing process, or speciiic to 
= one or more families, genera or s|)ecies ol said micr( ►-organisms; and (d) determirnn^ the presence ot at least one hybrid nucleic acid 
= which consists of an amplification fragment and a second nucleic acid molecule, introduced in step (c). The invention also relates to 

— nucleic acid molecules which can be used according to the invention in said method. 

(57) Zusammenfiissun*^: Die Erfinduny betriffi ein Vcrfahren zum Nachwcis von brauereirclevanten Mikroorganismen sowic Nu- 
kleinsiiuren und Kombinalionen derseltK*n. die in diesem Vcrfahren eingeselzt werden k(>nnen. Die Erlindung bctrilti ferner die 
Verwendung der erfindungsgemassen Nukleinsiiuren oder Kombinalionen derselben zuni Nachweis und/oder /am Identifi/Jeren 
ff^ und/tKler Charakierisieren verschiedener Gatiungen oder Arten von brauereirelevanien Mikroorganismen. Der vorliegenden Er- 
^ findung lag daher die Aulgabe zugrunde. ein Vcrfahren sowie Miltel anzugeben, die ein Schnelltest auf Komamination von Bier 
und Brauereirohstoffen durch Mikroorganismen ermoglichen. wobei. der Test den Nachweis der gesamten Bandhreiie an mi)gh- 
li^ Chen bierkonlaminierenden Mikroorganismen erlassen soil. Diese Aulgabe wird erllndungsgemass gelosl durch ein Vcrfahren. das 
O folgende Schrille iimfasst: (a) Inkontaklbringen der Probe mit einer Kombinaiion aus mindestens /wei ersten Nukleinsauremi*- 
^ lekiilen (Prinicrn). die mit ciiiem in brauereirelcvantcn Mikroorganismen konservierten Bereich einer mikrobiellen Nukleinsaure 
hybridisieren: (b) Amplifj/.ieren der mikrobiellen Nukleinsiiure oder eines Tells derselben zur Er/eugung von mindestens einem 
Amplifikaiionsfragment; (c) Inkontaklbringen der in Schriti (b) erhalienen Amplitlkalionsfragmenie mil mindestens einem /weiien 
Nukleinsauremolekul (Sonde), welches mil mindestens einem Amplifikationsfragn)ent spezifisch hybridisien, das cine fiir siimlliche 
brauereirelevanien Mikrooganismen oder fiir cine oder mchrere Familien. Gatiungen oder Anen von brauereirelevanien Mikroorga- 
nismen spezifische Scquenz der mikrobiellen Nukleinsiiure umfassi; und (d) Nachweis von mindestens einer Hybridnukleinsaure. 
die aus einem Amplitikalionstragment und einem im SchriH (c) eincebraehicn /.weiien Nukleinsauremolekul besichl. Ferner werden 
Nukleinsaurcmolekule an^icgeben. die in deiii Verlahren gemiiss der Erfmdung eingeselzt werden kftnnen. 
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1-8 


X 


WO 99 22023 A (MIRA DIAGNOSTICA GMBH; EPPING BERND (DE); 
LEISER MATTHIAS (DE)) 06 May 1999 (06.05.99) 
Page 5, last paragraph; Claim 1; 
Table 1 


1-8 


X 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 
Vol.017, no. 278(C-1065) 

28 May 1993 (28.05.93) 
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Box i Obsen ations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item i of first sheet) 



This miemational searchrepon has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 

Claims Nos.: , • . i 

because* rhev relate tn subjecT maner not required to he sciirched by this Autnont>'. namely: 



I [ Claims Nos.: 



: I I Claims Nos.: ^ t. ^ • w 

* — ' because they relate lo pans of the iniemalionai application that do not comply with the prescnbed requirements to sucn 
an extent that no meamngml international search can be carried out, specifically: 



□ 

because ihev are dependent claims and arc not drafted m accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(ay 



Box 11 Obsen ations where unit>' of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Aulhorit>' found multiple invenuons in this international application, as follows: 
See supplemental sheet 



I — I As all required additional search fees were timely paid by Uic applicant, this international search report covers all 



searchable claims. 



:. I — 1 As all searchable claims could be searched without ellon.)UStifying an additional lee, ihis Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

3 I — I As only some of the rcquu-ed additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4 KP\ No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search repon is 
»^ resu-icied to the invention llrsi mentioned in the clamis; it is covered by claims Nos.: 

1-16, 18-20 (.in part) 26 (in full) 

Remark on Protest Q The additional search fees were accompamed by the applicant's protest. 

[ I Mo protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form rcTASA/210 (contmuation of first sheet (I)) (July 1992) 



jnirr**""^*' appucsaon no. 

1 PCT^P 00/08808 



The International Searching Authorin- found thai this International Application contains 
several inventions or groups of invenuons. as follows: 

1. Claims nos: M 6. 18-20 fin pan). 26 (in full) 

Invention 1: 

A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 1 . 
2 L 73. 74. or derivatives and combinations thereof for determining the presence 
of Lactobacillus brevis that is specific to the brewing process. Applications, 
methods and kits that use or contain said nucleic acids. 

2. Claims nos: 1-16. 18-20 (in pan). 27 fin full) 

Invention 2: 

A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO; 2. 

22, 75. 76. or derivatives and combinations thereof for determining the presence 
of Lactobacillus lindneri that is specific to the brewing process. Applications, 
methods and kits that use or contain said nucleic acids. 

3 . Claims nos: 1 - 1 6, 1 8-20 (in pan). 2S. 29 (in full) 

Invention 3: 

A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 3-5, 

23. 77-81. or derivatives and combinations thereof for determining the presence of 
Lactobacillus casei or paracasei that are specific to the brewing process. 
Applications, methods and kits that use or contain said nucleic acids. 

4. Claims nos: 1-16. 18-20 (in pan ». 30. 31 (in full) 

Invention 4: 

A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 6, 
7. 24. 82. or derivatives and combinations thereof for determining the presence of 
Lactobacillus coryniformis that is specific to the brewing process. Applications, 
methods and kits that use or contain said nucleic acids. 

5. Claims nos: 1-16. 18-20 (in part). 32 fin full) 

Invention 5: 

A nucleic acid molecule as a probe or primer in accordance with SEQ ID NO: 8. 
25. 83. or derivatives and combinations thereof for determining the presence of 
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7. KLASSIFIZIERUNOOESANMELOUNGSUbGENSTANDES 

IPK 6 C12Q1/68 



-.1,. .Hii^nunn MPK^ odor oQCh 69t n»tinna[fl n KlaBsltlkation und der IPK^ 
Nach dor Internationaten PatentM assttikation (iPK) ooor nacn » , . 

B. BECHERCHIERTE GEBIETE ^k^.^. 

Recherchlener Mindes.pr0.s.o« (K.ass«.K,.ton.»y»u.m un d Kb...n.<a«K.n.^oo.» , 

IPK 6 C12Q 



Recherchlerte aber nteht zum MIndeslpruwion g«~fende 



wahrend der Irtemationaten ftecherctie konsuRierte elewronwsn* 



Oianbank (Name der Oatenbank und a«tt vn«anda.. Suchbegnne) 



C. ALSWESENTHCHAN0ESEHENE UNTERLAG6N 

Kalegorte* I Barelchnong der Verenontlichung, eowelt 



erfordertich unler Angabo der m Bolracht kommenden Telle 



m 



un Q6 00298 A ( INNOGENETICS NV ;JANNES 

GEER? (§E); ROSSAU RUDI (BE); HEUVERSWYN 

H) 4. Januar 1996 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Seite 41, Zeile 30 - Se1te 42.,Zene 

16; Anspriiche 33,34 

siehe Seite 95 

fifh'e llnl l! zeile 1 - Seite 3, Zeile 23 
silhe seite 53. Zeile 16 - Seite 54. Zeile 
4; Beispiele 2,9 
siehe Seite 91, Spalte 9-22 

_/__ 
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V I wellereVerWwitllchunBenelndderForteetzungvonFeWCa. 



siohe Anhang PatenttamHIe 



•besondereKatogortenvonangeflebenenVerttnonllichunge^^ 
Datum des AbscWuKoatt der InternollonalBn Recherche 

2. Jull 1 999 

■ Nan* und Postan»chritt der lntorr,ational»n Rerh«rchenbeh6rde 
Europitehe. Patenlamt. P.B. 5618 Palenllaan 2 
ML - 2280 HV Rll«wl|k 
Tel (4l-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponi. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



'cteAieis Versnentllchung. die nach dem Internatlonalen Anmeldedalum 
'•rlf^lm pXSKlum vercnentllchl woiden ist und m« <'•''. ^, 

Ver6«entlfc hun9. die MBQlted dereelben Prtentlamllle let 
■ '^sendedaium dee Inlemaltonalen RecherehenberlcMe 

19-07.99 



Bevollm»eWlgler Bedleneteler 



Reuter, U 



Foimbiin PCTASASio (Han » (Ml 
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C.(Foftsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie'^ I Bezeichnunp der Verdflentlichung. sowelt ©rforderUch untor Angab© der In Belracht kommenden Teile ( Betr. Anspruch Nr. 



Y , 



WAGNER H ET AL: "Development of an 
rRNA-targeted oligonucleotide probe 
specific for the genus Acinetobacter and 
Its application for in situ monitoring in 
activated sludge." 

APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 
(1994 MAR) 60 (3) 792-800., XP002096198 
siehe das gan2e Ookument 

IBRAHIM A ET AL: "Phylogenetic 
relationship of the twenty-one DNA groups 
of the genus Acinetobacter as revealed by 
16S ribosomal DNA sequence analysis." 
INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC 
BACTERIOLOGY, (1997 JUL) 47 (3) 837-41., 
XP002096199 

siehe Selte 840, Zeile 53 - Seite 841, 

Zeile 31; Abbildung 3 

siehe Seite 837 - Seite 839, Zeile 5 

GUSCHIN D Y ET AL: "OLIGONUCLEOTIDE 
MICROCHIPS AS GENOSENSORS FOR 
DETERMINATIVE AND ENVIRONMENTAL STUDIES IN 
MICROBIOLOGY" 

APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 
Bd. 63, Nr. 6, Juni 1997, Seiten 
2397-2402, XP002064989 
siehe das ganze Dokument 



WO 95 34574 A (MICROPROBE CORP •,BRITISCHGI 
THERESA B (US); CANGELOSI GERARD A (US) 
21. Dezember 1995 
siehe Seite 42; Tabelle 5 

RAINEY F A ET AL: "The phylogenetic 
structure of the genus Acinetobacter" 
FEMS MICROBIOLOGY LETTERS, (1994 DEC 15) 
124 (3) 349-53., XP002096200 
siehe das ganze Dokument 

ENRIGHT M C ET AL: "PHYLOGENETIC 
RELATIONSHIPS BETWEEN SOME MEMBERS OF. THE 
GENERA NEISSERIA, ACINETOBACTER, 
MORAXELLA, AND KINGELLA BASED ON PARTIAL 
16S RIBOSOMAL DNA SEQUENCE ANALYSIS" 
INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC 
BACTERIOLOGY, 

Bd. 44, Nr. 3, Juli 1994, Seiten 387-391, 
XP000605280 

siehe Zusammenfassung; Tabelle 1 

-/- 



1.5,6 



13 



I, 5.6, 

II, 14 
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1-3,5.6, 
11,12 

1-4 



I. 5,6, 

II, 13,14 



I, 5,6, 

II, 13,14 
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C.(Fort.»ttung) ALS WESENTUCH AN0E8EHENE UNTERIAGEN 


1 


Katagorto* 


Bezetchnung der VwOftertllchung. sowett •rtordarBch unler Angabe der In Batmcht kommonden Tone i 




Y 


US 5 541 308 A (H06AN JAMES J ET AL) 

30. Juli 1996 

slehe Zusammenfassung 

s1ehe Spalte 1 - Spalte 2, Zeile 6 

siehe Spalte 5, Zeile 43 - Spalte 8, Zeile 

6 






I. 5.6, 

II, 13.14 


A 


EHRMANN M ET AL: "REVERSE DOT BLOT 

HYBRIDIZATION: A USEFUL METHOD FOR THE 

DIRECT IDENTIFICATION OF LACTIC ACID 

BACTERIA IN FERMENTED FOOD" 

FEMS MICROBIOLOGY LETTERS, 1994, Seiten 

143-149, XP000612834 

siehe Zusamraenfassung; Abblldung 1; 

Tabelle 2 






1-3,5,6, 
11 


A 


BRAUN-HOWLAND E B ET AL: "USE OF A 
SIMPLIFIED CELL BLOT TECHNIQUE AND 16S 
RRNA-DIRECTED PROBES FOR IDENTIFICATION OF 
COMMON ENVIRONMENTAL ISOLATES" 
APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 
Bd. 59, Nr. 10, Oktober 1993, Seiten 
3219-3224, XP0d0604178 
siehe das ganze Dokument 






1-3.5, 
13,14 


A 


Database Empatent 
Entry E04712 

Acc. Nr. E04712, 08-10-1997 

"Probe DNA for drug sensitivity analysis" 

XP002108049 

siehe Zusairanenfassung 

& JP 1993 000 100 A (NIPPON FLOUR MILLS CO 
LTD) 8. Januar 1993 






1-4 


A 


WO 93 04199 A (SCIENT GENERICS LTD) 
4. Marz 1993 
siehe Beispiel 4 






1-4 


A 


EP 0 318 245 A (ML TECHNOLOGY VENTURES) 
31. Mai 1989 
siehe Beispiel 1 






1-4 


P.X 


WO 97 41253 A (MIRA DIAGNOSTICA GMBH 
;LEISER ROBERT MATTHIAS (DE); SPERVESLAGE 
JE) 6. November 1997 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 
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FofinWtll PCT/I8A«10 (FomtUunq von Olitt 2) (A* 1 Wa» 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Feld I BemerKungen zu den AncprOchen, die cich ale nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemfiB Aftikel 17(2)a) wurdo aus folgenden GrQnden fOr be&timmte AnsprQohe kain Reeherohenbarioht eretallt: 
1. Fj AnaprOoheNr. 

^""^ wea aie sich aiif Gegenstfinde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpfliohtet ist, nfimlioh 



2. Ansprijche Nr. 

^""^ well sie sioh auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeBchriebenen Anfordemngen ao wenig enlsprBohen. 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgelQhrt werden kann, n&mlioh 



3. Fj AnsprOoheNr. 

— well es aioh dabei urn abhAngige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt aind. 



Feld II BemerKungen bei mangetnder Etnheitlichkelt der Erfindung (Foitaetzung von Punkt 3 auf Biatt 1) 



Die Internationale Recherohentjehdrde hat featgestetlt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthAft: 

slehe Zusatzblatt 



1 . I I Da der Anmelder aile erforderliohen zuafltzlichen ReoherohengebOhren reohtzeitig entriohtet hat, eratreokt aioh dieser 
< ' ' intemationale Reoherchenbericht aut alie reoherohierbaren AnaprOohe. 

2 I I Da far alle recherohierbaren AnaprQohe die Recherche ohne einen Arbeitaaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
I — I zusatzKohe RecherohengebOhr gerechtfertigt hfitte, hat die Behftrde nicht zur Zahlung einer aolchen GebOhr aufgelordert. 



3. I y I Da der Anmelder nur einige der erforderliohen zuafitzliohen ReoherohengebOhren reohtzeitig entriohtet hat, eratreokt aioh 
intemationale Reoherchenberioht nur auf die AnsprOche, fOr die GebOhren entriohtet worden aind, nfimlich auf die 
AnaprQche Nr. 

1-14 



4. II Dor Anmelder hat die erforderliohen zusAtzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entriohtet. Der intemationale Recher* 
— ohenbericht beaohrfinkt aioh daher auf die in den AnaprOchen zuerat eniv&hnte Erfindung; dieae iat In folgenden AnaprOohen er* 
faBt: 



Bemarkungen hlnalohtllch einea WIdarapruoha |T] Die zuaAUIiohen GabOhran wurdan vom Anmelder unter Widarapnioh gazahit 

I I Die Zahlung zuaAtzlioharRaoharahangabQhran arfolgta ohna Widarapruoh. 



Formblatt PCT/)SA/210 (FortaaUung von Blatt 1 (1))(JuU 1998) 



Internationales Aktenzeiohen PCT/EP 98/05863 



WEITEREANGABEN PCTASA/ 210 



Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 16). Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

17. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid {SEQ.ID. Nr. 17), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



18. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 18), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



19. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 19), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



20. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 20), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



21. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 21), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



22. AnsprQche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 22), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



23. AnsprUche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 23), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
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24. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 24), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



25. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 25). Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



26. Anspruche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 26), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



27. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 27), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



28. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 28), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



29. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 29), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



30. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 30), Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



31. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 31). Nachwei sverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 
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32. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 32), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

33. Anspruche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 33). Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

34. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 34), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

35. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 35). Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

36. Anspruche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 36), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



37. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 37). Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

38. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 38). Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

39. Anspruche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 39), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 
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40. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

dligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 40), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



41. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 41). Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



42. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 42) » Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten: • ' 



43. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 43) » Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



44. Anspruche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 44), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



45. AnsprUche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 45), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



46. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 46), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



47. AnsprUche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 47), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
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dieses Oligonukleotid belnhalten. 



48. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 48). Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



49. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 49). Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



50. Anspruche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 50), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



51. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 51). Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



52. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 52), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



53. Anspruche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 53), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



54. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 54), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



55. AnsprUche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 55), Nachweisverfahren die 
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dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



56. AnsprUche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 56), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



57. Anspriiche: 1. 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 57). Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



58. AnsprUche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 58). Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



59. AnsprUche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 59). Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



60. AnsprUche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 60), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



61. AnsprUche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 61), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



62. AnsprUche: 1, 5-10. 13 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 62). Nachwei sverf ahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 

63. AnsprUche: 2-4 (komplett). 1,5-13 (teilweise) 
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In label le 1 angegebene Kombinationen von spezifischen mit 
kreuzreaktiven, unspezifischen 16S-RNA Sonden, 
Nachwei sverfahren die diese Sonden kombinationen benutzen und 
Substrate und Kits die diese Sondenkombinationen beinhalten. 
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RECHERCHIERTEGEBIETE 



Recherchierter Mindestpriitstofl (Klasstfikationssystem und Klassifikationssymbolo ) 
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Recherchierte aber rucht zum Mindestpaifstofl gehorende Verdffentttchungen, soweit diese unter die recherchienen Gebiete fallen 



wahrend der Internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank <Name der Datenbank und evrtl. verwendete Suchbegrjtte) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' Bezeichnung der VereftentHchung, soweit ertordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



US 5 484 909 A (NIETUPSKI RAYMOND M ET 
AL) 16. Januar 1996 (1996-01-16) 
in der Anmeldung erwahnt 
Anspriiche 1-11; Bei spiel 3 
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Betr. Anspruch Nr. 



1-8 



1-8 
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Weitere VerOftentlichungen sind der Fortseizung von Feld C zu 
entnchmen 



Siehe Anhang Patenttamilie 



" Besondere Kategorten von angegebenen VerOflenilichungen 
"A* VerOftentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 



aiteres Dokumeni. das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum verbtlentllchi worden ist 



1" Verfttfentlichung, die geeignet ist. einen Priorliatsanspruch zweitelhati er- 
scheincn zu lassen, oder durch die das Verdtlentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genannten Verotfentlichung belegt werden 
soli Oder die aus eincm anderen besonderen Grund angegeben isi (wie 
ausQcluhrt) 

'0" VerOltentlichung. die sich aul cine murKjilche OHenbarung. 

eine Benutzung. eine Ausstoltung oder andero MaBnahmen bcziohi 
•P" VerOHentlichung. die vor dem intemationalen Anmeldodaium, abet nnch 

dem beanspruchten PnoritMsdatum verOficnUicht wordun isi 



T" Spatere VerOMenttichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Pnoriiatsdatum ver6hentiicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollldiert. sondcm nur zum Verstdndnis desder 
Erf indung zugrundeiiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegendcn 
Theorie angegeben ist 

"X** Ver6ffentlichung von besonderet Bedeutung: die beanspruchtc Erfindung 
kann allein aufgrund dieser VerCHenilichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer fatigkeit beruherxj belrachiet werden 

"Y" VorOttenllichung von bosonflerer Bedeutung; die beanspruchte Ertmdung 
kann nicht als auf erfindenschor Taiigkeit benjhend betrachtet 
werden. wenn die Verfiftentlichung rriu einer oder mehreren anderen 
VerOtlentlichungon dicsei Kategorie in Verbmdung gebracht wird und 
diese Verbindung turemon Facnmann naheliegend ist 

'8.' VLMOftontlichung. dio Milplied dorsellxui Potentlamilio is! 
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Kategorie* Bezeichnung der VerOffentiichung. soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden TePe 



Betr. Anspruch Nr. 



DE 196 16 750 A (NEWLAB DIAGNOSTIC SYSTEMS 
GMBH) 6. November 1997 (1997-11-06) 
Seite 2, Zeile 24 -Seite 3, Zeile 49; 
_Anspruche 1-12; Beispiele 1-4 

WO 99 22023 A (MIRA DIAGNOSTICA GMBH 
;EPPING BERND (DE) ; LEI SER MATTHIAS (DE)) 
6. Mai 1999 (1999-05-06) 
Seite 5, letzter Absatz; Anspruch 1; 
Tabelle 1 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 017, no. 278 (C-1065), 

28. Mai 1993 (1993-05-28) 

& JP 05 015400 A (SAPPORO BREWERIES LTD), 

26. Januar 1993 (1993-01-26) 

Zusanmenfassung 



1-8 



1-8 



1,8-16. 
19,20,26 



FennbIM PCT/ISMIO (FtrMttung *«< BUH 2) (Jl« 1W2) 
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INTERNATIONALER RECHEHCHENBERICHT 



internationaies Aktenzeichen 

PCT/EP 00/08808 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blalt 



GemSfl Artikel 17{2)a) wurde aus foigenden Grunden fur besiimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstolll: 

1 . I j Anspriiche Nr., 

weil sie sicn aui GegensiSnde deziehen, zu aeren Rechercne die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



I I Anspruche Nr. 

weii ste sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen. die den vorgescnriebenen Anforderungen so wenig ontsprechen. 
daB eine sinnvolle internationaie Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. nSmlich 



3. I I Ansoriiche Nr. 

weti OS sicn cacci um aohangigc Ansoruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefaflt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die internationaie flecherchenbehdrde hat festgestelll. da (3 diese internationaie Anmeldung mehrere Erilndungen anthait: 

siehe Zusatzblatt 



1 . I I Da der Anmelder aile ertorderlichen zus^tzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

1 ' internationaie Recherchent)ericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 j I Oa fur alle recnerchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 

I ! zusatzliche Rechercnengebuhr gerechtfertigt hatte. nat die Behorde nicht zur Zahlung einer soichen GebOhr aufgefordert. 



3. I Da der Anmelder nur einlge der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' internationaie Recherchenbericht nur auf die Anspnjche. fur die Gebuhren entncntet worden sind, nSmlich auf die 

Anspniiche Nr. 



4. \ Y I Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht recntzeitig entrichtet. Der internationaie Recher- 
chenbericht beschrSnkt sich daher auf die in aen Ansphjchen zuerst enwahnte Erfindung; a;ese ist in foigenden Anspruchen er- 
faQt: 

1-16, 13-20 (Teilweise) 26 (Vollstandig) 



Bemerkungen hinsichtlich eines Wicicrspruc!ts 
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Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgestel 1 t, daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspriiche: 1-16,18-20 (teilweise) 26 (vol! standi g) 
Erfindung 1: 

Ein Nukleinsauremolekiil als Sonde Oder Primer nach SEQ ID 
N0:l,21,73,74, oder Derivate davon und Kombinationen damit 
fiir die Bestirrmung des brauerei relevanten Lactobacillus 
brevis. Anwendungen.Verfahren und Kits die diese 
Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



2. Anspriiche: 1-16.18-20 (teilweise) 27 (vollstandig) 
Erfindung 2: 

Ein Nukleinsauremolekiil als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
N0:2,22,75,76, oder Derivate und Kombinationen davon fiir die 
BestifiTTiung des brauerei relevanten Lactobacillus lindneri. 
Anwendungen.Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



3. Anspriiche: 1-16,18-20 (teilweise) 28,29 (vollstandig) 
Erfindung 3: 

Ein Nukleinsauremolekiil als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
N0:3-5, 23. 77-81, oder Derivate und Kombinationen davon fiir 
die Bestirrmung der brauerei relevanten Lactobacillus casei 
und paracasei. Anwendungen,Verfahren und Kits die diese 
Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



4, Anspruche: 1-16,18-20 (teilweise) 30,31 (vollstandig) 
Erfindung 4: 

Ein Nukleinsauremolekiil als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 6, 7, 24, 82, oder Derivate und Kombinationen davon fiir die 
Bestimnung des brauerei relevanten Lactobacillus 
coryniformis. Anwendungen.Verfahren und Kits die diese 
Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



5. Anspruche: 1-16,18-20 (teilweise) 32 (vollstandig) 
Erfindung 5: 

Ein Nukleinsauremolekiil als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
N0:8,25,83, oder Derivate und Kombinationen davon fUr die 
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Anwendungen.Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



6. Anspriiche: 1-17.19,20 (teilweise) 
Erfindung 6: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO:98-103, oder Oerivate und Kombi nati onen davon fur die 
Bestirmiung von alle brauereirelevanten Lactobacillaceae, 
Anwendungen.Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



7. Anspruche: 1-20 (teilweise) 21,33.34 (vollstandig) 
Erfindung 7: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 9- 10, 26, 27, 35. 84-86, oder Derivate und Kombi nati onen 
davon fiir die Bestinmung von brauereirelevanten Bakterien 
der Gattung Pediococcus. Anwendungen,\/erfahren und Kits die 
diese Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



8. Anspruche: 1-20 (teilweise) 22,35-37 (vollstandig) 
Erfindung 8: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
N0:11, 14, 28-30.36,87-93, 104, oder Derivate und Kombinationen 
davon fur die Bestinmung von brauereirelevanten Bakterien 
der Gattung Pectinatus. Anwendungen,Verfahren und Kits die 
diese Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



9. Anspruche: 1-20 (teilweise) 23,38 (vollstandig) 
Erfindung 9: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
N0:15, 16, 31, 37, 40-72, 97, 107, oder Derivate und Kombinationen 
davon fiir die Bestinmung von brauereirelevanten Bakterien 
der Gattung Megasphaera. Anwendungen,Verfahren und Kits die 
diese Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



10. Anspruche: 1-20 (teilweise) 24,39 (vollstandig) 

Erfindung 10: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
N0:17,18,32.38,94,105, oder Derivate und Kombinationen davon 

fnr H-io Rp^tiinniinn \/nn hrAitoroi v»ol o\*anton RAl^toripn Hpr 
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Gattung Selenomonas, Anwendungen,Verfahren und Kits die 
diese Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



11. Anspruche: 1-20 (teilweise) 25,40-41 (vollstandig) 
Erfindung 11: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
N0:19, 20, 33, 34, 39, 40-72, 95, 96, 106, oder Oerivate und 
Kombinationen davon fur die Bestimnung von 
brauereirelevanten Bakterien der Gattung Zymophilus. 
Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



12. Anspruche: 1-16,19,20 (teilweise) 
Erfindung 12: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 40-47, oder Derivate und Kombinationen davon fur die 
Bestininung von alle brauereirelevanten Bakterien, 
Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



13. Anspruche: 1-16,19,20 (teilweise) 
Erfindung 13: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 48-54, oder Derivate und Kombinationen davon fur die 
Bestininung von alle brauereirelevanten Bakterien. 
Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



14. Anspruche: 1-16,19,20 (teilweise) 
Erfindung 14: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 55-59, oder Derivate und Kombinationen davon fur die 
Bestimmung von alle brauereirelevanten Bakterien. 
Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



15. Arispriiche: 1-16,19,20 (teilweise) 
Erfindung 15: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
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BestiiTTTiung von alle brauereirelevanten Bakterien. 
Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



INTERN ATIONALER i .HERCHENBERICHT 

Anoaben zu VerOttentlichungen, die zur setben Patentfamiile gehOren 



i 



.nationalas Aktenzeichen 



PCT/EP 00/08808 



Im Recherchenbericht 
angefOhrtes Patentdokumenl 


Datum der 
Verfiffentlichung 


Mjtglied(er) der 
Patentfamiile 


Datum der 
VerAffentlichung 


US 5484909 A 


15-01-1996 


EP 0674650 A 


04-10-1995 






JP 8503620 T 


23-04-1996 






WO 9507289 A 


16-03-1995 






US 5705339 A 


06-01-1998 



DE 19616750 A 06-11-1997 AU 2888497 A 19-11-1997 

WO 9741253 A 06-11-1997 



WO 9922023 A 06-05-1999 AU 1337099 A 17-05-1999 



JP 05015400 A 26-01-1993 JP 3067850 B 24-07-2000 



(12) NACH DEM VERTRAfrv. iiER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENAftt.C.lT AUF DEM GEDIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 




(19) Weltorganisation fiir geistigcs Eigcntum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales VenSrfentlichungsdatum (10) Internationale Verdncntlichu ngsnu mm cr 

5. April 2001 (05.04.2001) pcT WO 01/23605 A2 

(51) Internationale Patcntklassinkation': C12Q 1/68 (71) AnmMer (/ur alle Besiimmungsstaaten mit Ausnahme von 

US): BIOTECON DIAGNOSTICS GMBH (DE/DE]; 

(2 1 ) Internationales Aktcnzeichen: PCT/EPOO/08808 Tegeler Weg 33, 10589 Berlin (DE). 

(22) Internationales Anmcldcdatum: O^) Erfinder; und 

8. September 2000 (08.09.2000) ^'^^^ Erfindcr/Anmelder (nur fur US): FANDKE, Markus 

[DEA>E1; Center Strasse 7, 13353 Berlin (DE). GASCH, 
i?j«.«i-.i...««.c«^..h^. I. Alexander [DE/DEl; Steegerstrassc 71, 13359 Berlin 

(25) Lmretehungssprache: Deutsch ^^^^ BERGHOF, Komelia [DE/DEl; Rhodelander Weg 

85, 12355 Berlin (DE). 

(26) VcrdfTcntlichungssprachc: Deutsch 

(74) Anwalt: GRONECKER, KINKELDEY,STOCKMAIR 
(30) Angalien zur Prioritsit: & SCHWANIIAUSSER; MaximUianstrasse 58, 80538 

199 45 964.9 24. September 1999 (24.09. 1999) DE Munchen (DE). 

[Forisetzung aufdcr ndchsten SeitcJ 



— ; (54) Title: METHOD AND NUCLHC ACIDS FOR DETERMINING TllE PRESENCE OF MICRO-ORGANISMS SPECIRC 
^= TO THE BREWING PROCESS 



^= (54) Bczcichnung: VERFAHREN UND NUKLEINSAUREN ZUM NACHWEIS VON 8RAUEREIRELEVANTEN MIKROOR- 
== GANISMEN 

^= (57) Abstract: TIte invention relates to a method for determining the presence of micro-organisms specific to the brewing process, 
in addition to nucleic acids and combinations thereof which can be used in said method. The invention also relates to die use of 
die inventive nucleic acids or combinations thereof for determining and/or identifying and/or classifying different genera or species 
^= of micro-organisms specific to die brewing process. The invention aims lo provide a mediod and a means of rapidly testing beer 
aSB and brewing raw materials for contamination by micro-organisms, whereby the lest should encompass the whole range of possible 
— beer-contaminative micro-organisms. This is achieved by a mediod which comprises the following steps: (a) die sample is brought 
= into contact widi a combination of at least two first nucleic acid molecules (primers) which hybridise with a conserved area of 
= the microbial nucleic acid in micro-organisms specific to die brewing process; (b) amplification of the microbial nucleic acid or a 
^= portion Uiereof, in order to create at least one amplification fragment: (c) die amplification fragment obtained in step (b) is brought 
into contact widi at least a second nucleic acid molecule (probe) which specifically hybridises widi at least one amplification fragment 
comprising a sequence of die microbial nucleic acid specific to all die micro-organisms present in die brewing process* or specific to 
=^ one or more families, genera or species of said micro-organisms; and (d) determining the presence of at least one hybrid nucleic acid 
=^ which consists of an amplification fragment and a second nucleic acid molecule, introduced in step (c). The invention also relates to 
nucleic acid molecides which can be used according to die invention in said mediod. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von brauerciielevanten Mikroorganismen sowie Nu- 
kleinsauren und Kombinationen derselben, die in diesem Verfahren eingcseizt werden konnen. Die Erfmdung betrifft femer die 
Verwendung der erfindungsgemassen Nukleinsauren oder Kombinationen derselben zum Nachweis und/oder zum Identifizieren 
fm und/oder Charakterisieren verschiedener Gattungen oder Arten von brauereirelevanten Mikroorganismen. Der vorliegenden Er- 
^ fmdung lag daher die Aufgabe zugninde, ein Verfahren sowie Mittel anzugeben, die ein Schnelltest auf Kontamination von Bier 
und Brauereirohstoffen durch Mikroorganismen ermoglichen, wobci der Test den Nachweis der gesamten Bandbreiie an mogli- 
Chen bierkontaminierenden Mikroorganismen ertassen soil. Diese Aufgabe wird erfindungsgemass geldst durch ein Verfahren, das 
^ ioigendc 5ciuiue umiaisi: u> aikoniakibnngen der Probe nut emer Kombmation aus mindesiens zwei ersien Nukleinsauremo- 
^ lekiilen (Primem), die mit einem in brauereirelevanten Mikroorganismen konservierten Bereich einer mikrobiellen Nukleinsaure 
^ hybridisieren; (b) Amplilizieren der mikrobiellen Nukleinsaure oder eines Teils derselben zur Erzeugung von mindestens emem 
^ Amplifikationsft^gmenl; (c) Inkontaktbringen der in Schritt (b) erhaltenen Amplifdcationsfi^gmente mit mindestens einem zweiten 
_ Nukleinsauremolekul (Sonde), welches mit mindestens einem Amplifikationsfragment spezifisdi hybridisiert, das eine fiir samtliche 
brauereirelevanten Mikrooganismen oder fiir eine oder mehrere Familien, Gattungen oder Arten von brauereirelevanten Mikroorga* 
Q nismen spezifische Sequenz der mifcrobieUen Nukleinsaure umfasst; und (d) Nachweis von mindestens einer HybridnukleinsSiure, 

di« niK Hnem Amnltfikation<:fTn*miPT»t tmH *»im>m im 9^»Hrt»t .*;n<v#*Vi.»i/«v.*/%»i -*,,.»;«,,n m.,M/«:««.<;:..,>»»,/xI^i-.,i c,»^ 
^ Nukleinsauremolekiile aneeseben. die in dem Verfahren wm:k«! <U^r Vrr^nA%in€f ^inaRcpm w«*rH«*T« WrSnn^ 
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Verfahren und Nukleinsauren zum Nachweis von brauereirelevanten 

Mikroorganismen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von brauereirelevanten Mil<roorga- 
nismen sowie Nukleinsauren und Kombinationen derselben, die in diesem Verfahren 
eingesetzt werden kOnnen. Die Erfindung betrifft femer die VeoA^endung der erflndungs- 
gemaSen Nukleinsauren Oder Kombinationen derselben zum Nachweis und/oder zum 
Identifizieren und/oder Charakterisieren verschiedener Gattungen Oder Arten von braue- 
reirelevanten Mikroorganismen. 

Bier ist als mikrobiologisch sehr stabil anzusehen und kann nur von einer relativ uber- 
schaubaren Anzahl von Bakterien verdorben werden. Urn eine Kontamination mit diesen 
Keimen mOglichst fruhzeitig zu entdecken. muft ein Analysesystem angewendet werden. 
das eine schnelle Detektion der Keime in der Matrix Bier ermbglicht, da sofort Gegen- 
maUnahmen ergriffen werden miissen. 

Das gemeinsame Merkmal aller bierschadlichen Keime ist die Spurenkontamination ein- 
zelner Gebinde (FSsser. Flaschen) und das nur langsame Wachstum. Besonders die 
mikrobiologlsche Kultur der anaeroben Keime ist sehr problematisch. Die derzeit be- 
kannten bierverderbenden Bakterien sind folgenden Gattungen zugeordnet: Lactobacil- 
lus, Pediococcus, Pectinatus, Megasphaera. Vertreter der Gattungen Selenomonas und 
Zymophilus sind als Bierkontaminanten zwar noch nicht in Erscheinung getreten, eine 
Kontamination des Bleres und ihr anschlieBendes Wachstum darin ist jedoch nicht aus- 
zuschliel^en. 

Die Gattung Lactobacillus beschreibt Gram-positive, nicht sporenbildende meist unbe- 
wegliche und kettenbildende Stabchen, die lang, schlank und manchmal gebogen sind. 
Teilweise werden auch kokkoide Fomnen beobachtet. Vertreter der Gattung Lactobacil- 
lus sind mikroaerophil. z.T. anaerob. Sie sind cytochrom- und katalasenegativ, der 
Stoflwechsel Ist fenmentativ und sie benOtigen ein komplexes Nflhrmedium. Dermolare 
G+C-Gehalt der DNA liegt zwischen 32 und 53%. Lactobacillen werden auGer in Bier in 
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Wein, FrQchten und Fruchtsaften, sauer eingelegten Gemusen, Sauerkraut. Silage und 
Sauerteig gefunden. Sie sind zwar Bestandteil der normalen Mund-, Intestinal- und Va- 
glnalflora von S^ugern. jedoch selten pathogen {Bergeys Manual ofSyst. Microbiolology, 
1984. S. 1209-1234 ). In Bierfuhren sie durch ihre Stoffwechselprodukte zu TrObungen 
und unenrt/unschten GeschmacksverSnderungen. Fur den Bien/erderb relevante Arten 
sind Lactobacillus brevis, Lactobacillus lindneri, Lactobacillus easel, Lactobacillus 
paracasei. Lactobacillus coryniformis und Lactobacillus curvatus (Back. Brauwelt, 1980, 
120. S. 1562-1569). 

Die Gattung Pediococcus umfafit Gram-positive, unbewegliche und nichtsporenbildende 
Kokken. Sie bilden Tetraden Oder liegen paarweise vor. Sie sind fakultativ anaerob. die 
Sauerstoffempfindlichkeit unterscheidet sich von Art zu Art. Pediococcen sind cyto- 
chrom- und katalasenegativ und bendtigen ein konnplexes NShrmedium (Bergeys 
Manual ofSyst. Microbiolology. 1984. S. 1075-1079). Sie werden als Starterkulturen zur 
Rohwurstherstellung eingesetzt, sie femientieren verschiedene Sauergemusearten und 
fQhren zum Verderb von Lebensmittein (Fimhaber. Baumgart: Mikrobiologische Unter- 
suchung von Lebensmittein. 1993. S. 413-419. 115-117). Die Gattung umfalit 8 Spe- 
zies. die Arten Pediococcus damnosus und Pediococcus inopinatus sind als bierschad- 
lich anzusehen. 

Die Gattung Pectinatus umfalit die Arten Pectinatus cerevisiiphilus, Pectinatus frisin- 
giensis und den nicht weitertaxonomisch eingeordneten Stamm Pectinatus sp. DSM 
20764. Alle Stamme wurden aus verdorbenem Bier rsoliert (Schlelfer et al. Int. J. of 
Syst. Bacteriology. 1990. S. 19-27). Es handelt sich urn leicht gekrummte. nicht sporen- 
bildende stabchenfomnige Bakterien. Sie sind kammahnlich begeiUelt und beweglich. Sie 
produzieren weder Katalase noch Cytochromoxidase und sind obligat anaerob. Der 
molare G+C-Gehalt betragt 38-41 %. Die Zellwand der Gattung Pectinatus, aber auch die 
der Gattungen Megasphaera. Selenomonas und Zymophilus, ist den Gram-positiven 
Bakterien ahnllcher als den Gram-negativen Bakterien. Obwohl die Gram-Fart3ung ne- 
gatlv ist. werden sie taxonomisch den Gram-positiven Bakterien zugeordnet (Haikara. 
The Prokaryotes, 2. Ausgabe, Band II. 1991. S. 1993-2004 ). 
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Die Gattung Megasphaera umfalit die Arten Megasphaera elsdenii und Megasphaera 
cerevisiae. Nur Megasphaera cerevisiae ist brauereirelevant und wird als Gram-nega- 
tive, strikt anaerobe, cytochrom- und katalasenegative, unbewegliche und teilweise leicht 
gestrecl<te Kokke beschrieben, die einzeln. in Paaren Oder in kurzen Ketten vorliegt. Der 
mittlere Zelldurchmesser liegt bei 1,4 Mm. der molare G+C-Gehalt bei 42.4-44,8%. 
Hauptstoffwechselprodukte sind Schwefelverbindungen wie HjS und fluchtige 
Fettsauren. Eine Kontamination mit Megasphaera cerevisiae fuhrt in Bier zu sehr starken 
Aroma- und Geschmacksveranderungen (Haikara. The Prol<aryotes, 2. Ausgabe, 
Band II, 1991. S. 1993-2004 ). 

Spezies der Gattung Selenomonas sInd definiert als obligat anaerobe. Gram-negative, 
nicint sporenbildende, leicht gebogene und bewegliche Stabchen. Der molare G+C- 
Gehalt liegt bei 48-58% (Schleifer et al. Int. J. ofSyst. Bacteriology, 1990. S. 19-27). 
Selenomonaden werden isoliert aus dem Magen und Damntrakt und dem Kot von Sflu- 
gem. Die Gattung umfafSt 10 Arten (Hespell et al., The Prokaryotes, 2. Ausgabe. 
Band II. 1991. S. 2005-2013). Nur Selenomonas lacticifex ist aus Anstellhefe isoliert 
worden und somit brauereirelevant. Zwar ist Selenomonas lacticifex noch nicht als bier- 
verderbendes Bakterium in Erscheinung getreten, ein Wachstum in Bier ist jedoch mcJg- 
lich und somit die Definition eines bierverderbenden Organismus erfCillt. 

Zu der Gattung Zymophilus gehoren die Arten Zymophilus paucivorans und raffinosi- 
vorans als Gram-negative, leicht gekriimmte. bewegliche Stabchen, die einzeln. paar- 
weise Oder in kurzen Ketten auftreten. Der molare G+C-Gehalt liegt bei 38-41 %. Sie sind 
obligat anaerob und fOhren einen fermentativen Metabolismus. Beide Arten wurden aus 
Anstellhefen und Brauereiabfailen isoliert. ein Wachstum in Bier ist nur bei Zymophilus 
raffinosivorans beobachtet worden (Schleifer et al. Int. J. ofSyst. Bacteriology, 1990, 
S. 19-27). 

Basierend auf dem Vergleich der 16S-rRNA-Gensequenzen werden alle zu untersu- 
chenden Gattungen den Gram-positiven Bakterien mit niedrigem G+C-Gehalt zugeord- 
net. Die Gattungen Pediococcus und Lactobacillus werden in die Familie der Lactoba- 
cillaceae eingeordnet. die Gattungen Pectinatus. Megasphaera, Selenomonas und 
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Zymophilus in die Sporomusa-Gnippe. Die Sporomusa-Gaippe wind auch als Gruppe der 
Gram-positiven Eubai<terien mit Gram-negativer Zeliwand bezeichnet (Stackebrandt et 
al., The Prokaryotes, 2. Ausgabe, Band II, 1991. S. 25-26. 33). 

Eine klassische mikrobiologische Bestimmung der oben beschriebenen Keime kann bis 
zu 10 Tage in Anspruch nehmen. Wunschenswert ist jedoch eine deutlich schnellere 
Analyse, da ansonsten unnotige Lageaingskosten entstehen Oder das untersuchte Bier 
schon ausgeliefert worden ist. Aus diesem Grunde sind bereits mehrere Schnellnach- 
weisverfahren entwickelt worden. So kSnnen beispielsweise Bierschadlinge aufgrund 
ihrer Stoffwechselprodukte detektiert werden (Haikara et al., Microbiology. 1995. 141. 
S. 1 131-1 137). Weitere indirekte Methoden sind die Turbidometrie (Haikara et al.. ASBC. 
1990. S. 92-95) und die Messung der ATP-Biolumineszenz (Miller et al.. J. Inst. Brew.. 
1989. Band 95. S. 317-319). Schnell und spezifisch ist auch der Nachweis mittels 
Antikorpern (Gares et al.. ASBC, 1993, S. 158-163; Winnewisser et al., Int. J. of 
Bacteriology, 1995, 45, S. 403-405). Bei diesen Methoden liegt der Nachteil darin. dalS 
entweder unspezifische Parameter untersucht werden Oder nur jeweils eine Spezies 
Oder Gattung nachgewiesen wird. Auch ist der apparative und personelle Aufwand grofX. 
EInen Uberblick uber Schnellmethoden zum Nachweis von brauereirelevanten Kontami- 
nationen gibt Dowhanick {Cerevisia, 1995. 20/4. S. 40-49). 

Die Polymerase-Kettenreaktion ("polymerase chain reaction", PGR; Mullis et al.. siehe 
US 4 683 195. US 4 683 202. US 4 965 188) ist eine schnelle und effektive Methode, 
Keime spezifisch nachzuweisen. Es sind eine Reihe von Nukleinsauremolekulen be- 
kannt. durch deren Venwendung als Primer und/oder Sonden der spezifische Nachweis 
von brauereirelevanten Mikroorganismen mdglich ist. Nachteilig ist jedoch, datt bei Ein- 
satz dieser Nukleinsauremolekule in einer Amplifikations- bzw. Detektionsreaktlon immer 
nur ein Bruchteil aller mdgllchen brauereirelevanten Mikroorganismen nachgewiesen 
werden kann. Diese PGR Systeme dienen zum spezifischen Nachweis jeweils nur ein- 
zelner Spezies in einer Amplifikationsreaktion der Gattungen Lactobacillus, Pediococcus, 
Pectinatus und Megasphaera (Sakamoto US 5 869 642, Nietupski et al. US 5 705 339. 
US 5 484 909, Tsiuchia et al. JP06141899A. JP061 13888A / ASBC J., 1992, S. 64-67 / 
ASBC J. 1993, S. 40-41, Yasui JP07289295A / Can. J. Microbiol.. 1997 43. S. 157-163, 
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Shimada et al. JP06090793. Alatossava et al. WO97/09448. Doyle et al., J. oflnd. 
Microbiology, 1995, 15, S. 67-70. DiMichele et al. ASBC J.. 1993, S. 63-66; Vogeseret 
al.. Brauwelt. 1998. 24/25. S. 1060-1063). Femer sind die beschriebenen Verfahren zur 
Visualisierung der entstandenen Amplifikate, wie etwa die Agarosegelelektrophorese. 
problematisch, da das cancerogene und hochgiftige Ethidiumbromid zur Anfarbung der 
Amplifikate verwendet wird. Diese Verfahren sInd nur schwer automatisierbar und die 
Auswertung der Agarosegele bzw. die Identifizierung der Keime anhand der 
Amplifikatgroften ist z.T. nicht eindeutig. 

Der vorliegenden Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren sowie Mittel 
anzugeben, die ein Schnelltest auf Kontamination von Bier und Brauereirohstoffen durch 
MIkroorganismen ermbglichen, wobei der Test den Nachweis der gesamten Bandbreite 
an mbglichen bierkontaminierenden MIkroorganismen erfassen soil. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgem^ft gelOst durch ein Verfahren, das folgende Schritte 
umfafit: 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit einer Kombination aus mindestens zwei ersten 
Nukleinsauremolekulen (Primern), die mit einem in brauereirelevanten MIkroor- 
ganismen konsen/ierten Bereich einer mikrobiellen Nukleinsaure hybridisieren; 

(b) Amplifizieren der mikrobiellen Nukleinsaure Oder eines Tells derselben zur Er- 
zeugung von mindestens einem Amplifikationsfragment; 

(c) Inkontaktbringen der in Schritt (b) erhaltenen Amplifikationsfragmente mit min- 
destens einem zweiten Nukieinsauremolekul (Sonde), welches mit mindestens 
einem Amplifikationsfragment spezifisch hybridisiert, das eine fur samtliche 
brauereirelevanten MIkroorganismen Oder fur eine Oder mehrere Familien. 
Gattungen Oder Arten von brauereirelevanten MIkroorganismen spezifische Se- 
quenz der mikrobiellen Nukleinsaure umfaBt; 

(d) Nachweis von mindestens einer Hybridnukleinsaure, die aus einem Amplifika- 
tionsfragment und einem im Schritt (c) eingebrachten zweiten Nukleinsaure- 
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molekOI besteht, 
sowie durch ein Nukleinsauremolekul. ausgewahit aus: 

(i) einer NukleinsSure mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 1 -1 07 Oder ein minde- 
stens 10. vorzugsweise 15-30 Nukleotide langes Fragment derselben; 

(ii) einer Nukleins^ure. die mit einer Nukleinsaure nach (i) spezifisch hybridlsiert; 

(Hi) einer NukleinsSure. die mindestens 70%. vorzugsweise mindestens 90% iden- 
tisch mit einer Nukleinsaure nach (i) Oder (ii) ist. Oder 

(iv) einer Nukleinsaure. die komplementar zu einer Nukleinsaure nach (i) bis (iii) ist. 

In den Sequenzen nach SEQ ID NO 1-107 werden Nukleotide folgendermaSen abge- 
kurzt: G = Guanosin. A = Adenosin, T = Thymidin. C = Cytidin. U =. Uracil, i = Inosin. 
Nach lUPAC werden Mischungen wie folgt abgekQr^: R = G Oder A. Y = C Oder T. K = G 
Oder T. W = A Oder T. S = C Oder G. M = A Oder C. B = C. G Oder T. D = A. G Oder T. 
H = A. C Oder T, V = A. C Oder G. N = A. C. G Oder T. 

Zur Bestimmung der Identltat (im Sinne von vollstandiger Ubereinstimmung. entspre- 
chend 100 % Identitat) bei NukleinsSure-Sequenzen nach (iii) werden Teilsequenzen 
eines groSeren Polynukleotids betrachtet. Diese Teilsequenzen umfassen 10 Nukleotide 
und sind dann identisch, wenn alle 10 Bausteine bei zwei Vergleichssequenzen Identisch 
sind. Die Nukleotide Thymidin und Uridin sind als identisch anzusehen. Als Teilsequen- 
zen kfinnen aile mOglichen Fragmente eines grQReren Polynukleotids betrachtet werden. 

Dabei liegt 90 % Identitat vor, wenn in den beiden zu vergleichenden Sequenzen in 
einem Abschnitt 9 von 10 Nukleotide bzw. 18 von 20 Nukleotide identisch sind. 

Als Beispiel seien zwei Polynukleotide betrachtet. die 20 Nukleotide umfassen und sich in 
dem 5. Baustein unterscheiden. In einem Sequenzvergleich findetman dann sechs lO-er 
Nukleotide, die identisch sind und 5. die nicht identisch sind. da sie sich in einem 
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Baustein unterscheiden. 

Aulierdem kann die Identitat graduell bestimmt werden, wobei die Einheit in Prozent 
angegeben wird. Zur Bestimmung des Grades der Identitat werden auch Teilsequenzen 
betrachtet, die minimal die LSnge der tatsachlich genutzten Sequenz, z.B. als Primer, 
Oder aber 20 Nukleotide umfassen. 

Als Beispiel werden Polynukleotide A mit einer LSnge von 100 Nukleotiden und B mit eine 
Lange von 200 Nukleotiden verglichen. Aus Polynukleotid B wird ein Primer abgeleitet mit 
einer LSnge von 14 Nukleotiden. Zur Bestimmung des Grades der Identitat wird 

Potynukieotid A mit dem Primer in seiner ganzen Lange verglichen. Wenn die Sequenz 
des Primers in Polynukleotid A vorkommt. wobei sie aber in einem Baustein abweicht, 
dann gibt es ein Fragment mit einem Identitatsgrad von 13:14 92.3 %. 

Im zweiten Beispiel werden die zuvor genannten Polynukleotide A und B in ihrer Ge- 
samtheit verglichen. In diesem Fall werden alle mOglichen Vergleichsfenster einer Lange 
von 20 Nukleotiden angelegt und fur sie der Identitatsgrad bestimmt. Sind also Nukieotid 
Nr 50-69 von Polynukleotid A und B mit Ausnahme von Nukieotid Nr. 55 identisch, dann ' 
ergibt sich fur diese Fragmente ein Identitatsgrad von 19:20 95 %. 

Das erfindungsgemalie Verfahren ist schneller als bisherige mikrobiologische Nach- 
weisverfahren durchfuhrbar und eriaubt, mehrere, vorzugsweise samtliche potentiell in 
einer Probe vortiandenen brauereirelevanten Mikroorganismen nachzuweisen. wie z.B. 
auch selten als Kontaminante auftretende Lacto/3ac///us-Spezies Oder Selenomonas- 
bzw. Zymop/7/7us-Vertreter, fur die bislang kein Nachweisverfahren existierte. Der Nach- 
weis ist umfassend und zeigt alle Kontaminationsgefahren in der Brauerei an. Mittels des 
erfmdungsgemaiien Verfahrens konnen brauereirelevante Mikroorganismen sowohl in 
Bierproben als auch in Rohstoffproben (Gerstenmalz, Hefe, Hopfen, Wasser) oder 
Proben von Zwischenprodukten in der Bierherstellung (z.B, Maische, Wurze) nachge- 
wiesen werden, und zwar auch wenn die Anzahl der kontaminierenden Mikroorganismen 
noch gering ist. 

Als brauereirelevante Mikroorganismen werden in diesem Zusammenhang in erster Linie 
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Bakterien und insbesondere die oben beschriebenen Bakterien Lactobacillus brevis. 
Lactobacillus lindneri, Lactobacillus easel, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus 
coryniformis, Lactobacillus curvatus, Pediococcus damnosus, Pediococcus inopinatus, 
Pectinatus cerevisiiphilus, Pectinatus fiisingiensis, Pectinatus sp. DSM 20764, Mega- 
sphaera cerevisiae, Selenomonas lacticifex, Zymophilus paucivorans und Zymophilus 
raffinosivorans verstanden, sowie auch alle in Bier auffindbaren MIkroorganismen, die 
zwar nicfit zu den vorgenannten Spezies gehdren. dennocli sich in Bier vennehren 
kdnnen, beispielsweise seltene Vertreter der Familie der Lactobacillaceae wie Lacto- 
bacillus malefermentans, Lactobacillus buchnen, Lactobacillus parabuchneri. Lacto- 
bacillus sanfrancisco, Lactobacillus delbrueckii, Leuconostoc mesenteroides, Pedio- 
coccus pentosacaeus und Lactococcus lactis. 

Die durch das erfindungsgemafie Verfahren nachweisbaren Mikroorganismen sind also 
nicht auf die bisher als Bierkontaminanten beschriebenen IVIikroorganismen beschrankt. 
Vielmehr bietet der Einsatz der erfindungsgemaiien Nukleinsauremolekiile und Verfah- 
ren die Mfigiichkeit. das Vorhandensein von anderen brauereirelevanten Mikroorganis- 
men zu erkennen, die bisher nIcht als Bierkontaminanten beschrieben wurden. Ein posi- 
tives Ergebnis auf der Ebene hoherer taxonomischer Einheiten (z.B. Ordnungen, Fami- 
lien. Gattungen) verbunden mit einem negativen Ergebnis auf der Ebene der bekann- 
termalien brauereirelevanten niederen taxonomischen Einheiten (z.B. Spezies, Subspe- 
zies, Stammen) zeigt eine Kontamination mit einem solchen untypischen brauereirele- 
vanten Mikroorganismus an. 

In einem ersten Schritt des erfindungsgemSBen Verfahrens wird die zu untersuchende 
Probe mit einer Kombination aus mindestens zwei ersten NukleinsauremolekQIen (Pri- 
mem) in Kontakt gebracht. Diese Nukleinsauremolekule hybridisieren mit einem Bereich 
einer mikrobieilen Nukleinsaure, der in brauereirelevanten Mikroorganismen konserviert 
ist. Die Hybridisierung erfolgt durch Paamng der Primer mit Bereichen der mikrobieilen 
Nukleinsaure, die eine zumindest teilweise komplementSre Basensequenz aufweisen. 
Durch den Begriff "konserviert" wird die evolutionare Variabilitat von Nukleotidsequenzen 
fOr Spezies verschiedener taxonomischer Einheiten charakterisiert. Verglelcht man sich 
entsprechende Sequenzabschnitte von mindestens zwei beliebigen brauereirelevanten 
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Mikroorganismen, so kann die Sequenz als variabel Oder als konsen/iert angesehen 
werden. Als konserviert werden solche Vergleichsequenzen bezeichnet. die zu 
mindestens 95%. als variabel solche die weniger als 95% identisch sind. Ein in brauerei- 
relevanten Mikroorganismen konservierter Bereich einer Nukleins^ure bezeichnet also 
einen Bereich, der in alien brauereirelevanten Mikroorganismen (wie oben definiert) zu 
mindestens 95% identisch ist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kommt der konser- 
vierte Bereich in einem Genomabschnitt vor, der die bakteriellen 23S- und 5S-Gene 
enthait. Dieser Bereich umfaUt den intergenischen Spacer zwischen den Genen fur die 
23S-rRNA und die 5S-rRNA sowie die angrenzenden 23S- und 5S-rDNA-Gene und 
schlieEt sowohl konservlerte Sequenzbereiche als auch hypervariable (d.h. sehr keim- 
spezifische) Sequenzbereiche ein. Prokaryontische Ribosomen beinhalten in der Regel 
drei distinkte Nukleins^urekomponenten. welche allgemein als 5S. 16S und 23S rRNA 
(ribosomale NukleinsSure) bekannt sind. Die genetische Information fur diese Ribonu- 
kleinsauren (rDNA) ist im Genom typischeoA^eise als Tandem angeordnet. Die typische 
Organisation einer solchen Einheit ist 16S-23S-5S. wobei die Gene uber kurze hyper- 
variable intergenische Bereiche. sogenannte Spacer, miteinander verbunden sind. Die 
Einheiten sind im Genom mehrfach vcrhanden, wobei die Anzahl der Operons von Art zu 
Art variieren kann. Die hohe Konservierung der DNA-Sequenz in bestimmten Ab- 
schnitten der ribosomalen DNA uber das gesamte Bakterienreich ermdglicht ein Design 
von nicht spezifischen Oligonukleotiden auch ohne genaue Kenntnis der einzelnen DNA- 
Sequenzen der zu untersuchenden Organismen. Die erfindungsgemaiSen Sequenzen 
nach SEQ ID NO 1-20 (Tabelle 1) stellen Sequenzen des 23S-5S intergenischen 
Spacers von brauereirelevanten Mikroorganismen dar, von denen Nukleinsauremolekule 
zum Einsatz in das erfindungsgemalJe Verfahren abgeleitet werden konnen. 

Die im ersten Schritt des erfindungsgemalien Verfahrens eingesetzte Kombination aus 
mindestens zwei ersten Nukleinsauremolekulen wird so gewahlt. daB sie als Primer in 
einer Amplifikationsreaktion einsetzbar sind. d.h. ein Nukleinsauremolekiil hybridisiert an 
einen ersten konservierten Bereich des ersten Stranges derZiel-DANN und das andere 
Nukleinsauremolekul an einen zweiten konservierten Bereich des zum ersten komple- 
mentaren DNA-Stranges. wobei der gewunschte Zielbereich der DNA eingeschlossen 
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wird. Beide Nukleinsauremolekule weisen eine Lange von mindestens 10 bp, vorzugs- 
weise 15-30 bp auf. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird eine 
Kombination aus mindestens zwei NukleinsauremolekOien gemafi dieser Erfindung 
eingesetzt. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn der Erfindung wird eine 
Kombination eingesetzt. die mindestens ein Nukleinsauremolekul mit einer Sequenz 
nach einer der SEQ ID NO 40 bis 47 (Tabelle 2) und mindestens ein Nukleinsauremole- 
kCil mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 48-54 Oder SEQ ID NO 55-59 Oder SEQ ID NO 
60-72 (Tabelle 2) umfaSt. 

In einem zweiten Schritt des erfindungsgemaiien Verfahrens wird die mikrobielle Nu- 
kleinsaure oderein Teil derselben amplifiziert, wodurch mindestens ein Amplifikations- 
fragment erzeugt wird. Unter Amplifikation wird die ErhOhung der Konzentration einer in 
einem Reaktionsgemisch voriiegenden Nukleinsaure Oder eines Teils derselben ver- 
standen. Eingesetzte Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsauren sind z.B. die PGR 
(US 4 683 195. US 4 683 202. US 4 965 188). die "self-sustained sequence replication" 
(EP 329 822). das "transcription based amplification system" (EP 310 229) und das 
"a-RNA-Replicase-System" (US 4 957 858). In einer bevorzugten AusfOhmngsform der 
Erfindung umfaftt das Amplifizieren eine Polymerase-Kettenreaktion (PGR), in einer 
weiteren Ausfuhrungsfonn der voriiegenden Erfindung umfafit das Amplifizieren eine 
Ligasen-Kettenreaktion Oder eine isotherme Nukleins^ureamplifikation. 

In einem dritten Schritt des Verfahrens gemas der voriiegenden Erfindung werden die 
ertialtenen Amplifikationsfragmente mit mindestens einem zweiten NukleinsauremolekQI 
(Sonde) in Kontakt gebracht. Dieses NukleinsSuremolekQI bzw. diese Nukleinsaure- 
molekule hybridisieren spezlfisch mit mindestens einem Amplifikationsfragment. das eine 
Sequenz der mikrobiellen Nukleinsaure umfaSt, die fur samtliche brauereirelevanten 
Mikroorganismen Oder fur eine odermehrere Familien, Gattungen Oder Arten von 
brauereirelevanten Mikroorganismen spezifisch ist. d.h. nur in Mitgliedern dieser Familien 
Oder Gattungen bzw. in diesen Arten vorkommt. 

Als Hybridiserung wird die Doppelstrangblldung zweler identischer Oder ahnlicher Nu- 
kleotidfragmente (DNA, RNA. PNA) bezeichnet. Von spezifischer Hybridislemng spricht 
man, wenn eine stabile Hybridnukleinsaure zwischen dem Oligonukleotid und der ent- 
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sprechenden Ziel-DNA des Oligonukleotides besteht, nicht jedoch zu anderer DNA als 
der Ziel-DNA. Im Sinne dieser Erfmdung weist das Merkmal "Sequenz, die mit einer Se- 
quenz nach (i) spezifisch hybridisiert" auf eine Sequenz hin, die unter stringenten Be- 
dingungen mit der Sequenz nach (i) hybridisiert. Beispielsweise kdnnen die Hybridisie- 
rungen bei SO'C mit einer Hybridisierungslosung bestehend aus 2,5 x SSC. 
2 X Denhardts Ldsung. 10 mM Tris. 1 mM EDTA pH 7.5 durchgefiihrt werden. Als 
Waschbedingungen eignen sich z.B. viermal wiederholte Iminiitige Waschungen in 
0.1 X SSC bis 1.0 X SSC. 2 x Denhardts. 10 mlVI Tris. 1 mlVI EDTA. pH 7,6 bei 20-50"C. 

In einer bevorzugten Ausfuhmngsform der Erfmdung wird als zweites Nukleinsaure- 
molekul (Sonde) ein Oder mehrere der erfindungsgemafSen Nukleinsauremolekule ein- 
gesetzt. Als Consensus-Sonde wird ein Nukleinsauremolekul verstanden, das mit hoch- 
konservierten Bereichen einer mikrobiellen Nukleinsaure hybridisiert und mit den Ampli- 
fikaten samtlicher brauereirelevanter Mikroorganismen reagiert. ErfindungsgemaiSe. als 
Consensus-Sonden venA^endbare NukleinsauremolekCile weisen eine Sequenz nach 
einer der SEQ ID NO 40 bis 72 (Tabelle 2) auf. 

Zum Nachweis einer spezifischen Gattung von brauereirelevanten Mikroorganismen wird 
als zweites Nukleinsauremolekul vorzugsweise ein Nukleinsauremolekul mit einer 
Sequenz nach einer der SEQ ID NO 35 bis 39 oder SEQ ID NO 104 bis 107 (Tabelle 2) 
eingesetzt. Die Gattungsspezifitat einer Sonde ist definiert als die FShigkeit dieser 
Sonde, mit der DNA aller Isolate einer m6glichst groften Gruppe von Vertretem der 
jeweiligen nachzuweisenden Gattung zu hybridisieren. 

Als speziesspezifische Nukleinsauresonden werden Nukleinsauremolekule verstanden, 
die mit der DNA von alien Isolaten der jeweiligen nachzuweisenden Spezies unter den- 
selben Stringenzbedingungen hybridisieren. ErfindungsgemaUe speziesspezifische 
Nukleinsauremolekule mit den SEQ ID NO 21-22. SEQ ID NO 25-34, SEQ ID NO 73-78. 
SEQ ID NO 80-85 Oder SEQ ID NO 87-97 (Tabelle 2) kOnnen eingesetzt werden. 

Spezialfaile stellen die Sonden SEQ ID 23-24, SEQ ID NO 79, SEQ ID NO 86 und SEQ 
ID NO 98 bis 103 dar. Mit den Sonden nach SEQ ID NO 23 und SEQ ID NO 79 kdnnen 
Stamme von Lactobacillus casei und Lactobacillus paracasei ssp. paracasei nachge- 
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wiesen werden. Eine Sonde nach SEQ ID NO 24 ertaubt den Nachweis von zwei Sub- 
spezies von Lactobacillus coryniformis (L. coryniformis ssp. coryniformis und L coryni- 
formis ssp. torquens). Mit der Sonde SEQ ID 86 kOnnen Stamme der Arten Pediococcus 
damnosus, Pediococcus inopinatus und Pediococcus parvulus nachgewiesen werden. 
Bei der VenA^endung dieser Sonden werden andere brauereirelevanten Mikroorganismen 
nicht erfasst. Ebenso werden mIt den Sonden SEQ ID NO 98 bis 103 alle nachzu- 
weisenden brauereirelevanten Spezies der Familie der Lactobacillaceae erfasst, andere 
brauereirelevanten Spezies und Gattungen werden diskriminiert. 

Im letzten Schritt des erfindungsgemaiien Verfahrens erfolgt der Nachweis von min- 
destens einer Hybridnukleinsaure, die aus einem Amplifikationsfragment und einem im 
vorangegangenen Schritt eingebrachten zweiten NukleinsauremoiekOI besteht. 

Vorzugsweise sind erste NukleinsSuremolekCile (Primer) und/oder zweite Nukleinsaure- 
molekOle (Sonde) mindestens 10 Nukleotide, vorzugsweise 15-30 Nukleotide lang. In 
einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung sind die ersten und/oder die zweiten 
Nukleinsauremolekule dadurch modifiziert. dali bis zu 20% der Nukleotide in 10 auf- 
einanderfolgenden Nukleotiden. insbesondere 1 Oder 2 Nukleotide aus einem lOer- 
Block durch Nukleotide ersetzt sind, die in Bakterien nicht naturlich vorkommen. 

Das erfindungsgemafte Verfahren umfafit vorzugsweise die sogenannte Consensus- 
PCR. Bei dieser Methode erfolgt eine Vervielfaitigung der mikrobiellen Nukleinsaure Oder 
eines Teils derselben und eine anschlieBende Detektion dieser MolekQIe mittels 
Hybridisiemng mit markierten spezifischen Sonden. In der Consensus-PCR werden Nu- 
kleinsauremolekOle eingesetzt, die es ermCglichen, von mehreren oder gar alien der 
relevanten Stamme, Subspezies, Spezies oder Gattungen ein Amplifikationsprodukt zu 
erhalten. Die Amplifikationsreaktion fuhrt nicht zu einer Differenziemng der Mikroo' a- 
nismen. Die Spezifitat des Nachweises wird durch die anschlieliende Hybridisierungs- 
reaktion mit spezifischen Sonden en-eicht. Auf diese Art und Weise kSnnen brauerei- 
relevante Mikroorganismen simultan in einer einfachen Kombination aus Ampliflkations- 
und Detektionsreaktion erfaUt werden. 
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Diese Art der Amplifikation und Detektion ermOglicht die Automatislerbarkeit der Detek- 
tionsreaktion, so dafi ein hoher Probendurchsatz ermdglicht wird. Es kann beisplelsweise 
ein PCR-ELISA-Nachweisverfahren eingesetzt werden. bei dem die entsprechenden 
Sonden in verschiedene Kavitaten eiher Mikrotiterplatte gebunden werden, in denen 
anschlieSend die Hybridisierung und der Nachweis der markierten Amplifikate geschieht. 
Der Nachweis kann auch durch die Verwendung eines Microan-ays erfolgen. auf dem 
mehrere Sonden immobilisiert sind. wodurch die Nacliweisreaktion schnell und ohne 
groSen Autwand durchgefiihrt werden kann. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn der Erfindung ist das zweite Nukleinsauremolekul 
(Sonde) so modifiziert bzw. markiert, dali es ein nachweisbares Signal erzeugen kann. 
Die Modifikation bzw. Markiemng wird ausgew^hit aus (i) radioaktiven Gruppen 
(ii) farbigen Gruppen. (iii) fiuoreszierenden Gruppen, (iv) Gruppen zur Immobilisierung an 
einer festen Phase und (v) Gruppen. die eine indirekte Oder direkte Reaktion, insbe- 
sondere mit Hilfe von Antikfirpem. Antigenen. Enzymen und/oder Substanzen mit Affi- 
nitatzu Enzymen Oder Enzymkomplexen erlauben. 

Als Markierung werden im Sinne dieser Erfindung direkt Oder indirekt nachweisbare 
Gruppen Oder Gruppen zur Immobilisierung an eine feste Phase bezeichnet, die an das 
Nukleinsauremolekul angehangt sind. Direkt nachweisbar sind IVIetallatome, radioaktive. 
farbige Oder fiuoreszierende Gruppen. Indirekt nachweisbar sind immunologisch Oder 
enzymatisch nachweisbare Gruppen, wiez.B. Antigene und Antikdrper, Haptene Oder 
Enzyme Oder enzymatisch wirkende Teile von Enzymen. Diese indirekten Gruppen 
werden in nachfolgenden Reaktionen nachgewiesen. Bevorzugt sind Haptene, die an ein 
Oligonukieotid gekoppelt sind und die man in einer anschlielienden AntikOrpen-eaktion 
nachweist. 

Die erfindungsgemaften Nukleinsauremoiekule konnen zum Nachweis und/oder zum 
Identifizieren und/oder Charakterisieren von brauereirelevanten Bakterien venvendet 
werden. Verwendung kfinnen die hier beschriebenen Primer und/oder Sonden auch bei 
der Detektion der beschriebenen Keime in anderen GetrSnken als Bier, in anderen Pro- 
ben aus dem Brauereibereich. wie z.B. in Rohstoffen, Anstellhefe, Umgebungsproben. in 
anderen Lebensmittelproben oder in klinischen Proben etc. finden. 
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Beispiele: 

Beispiei 1: Bestimmung der DNA-Zielsequenz der biersch^dlichen Bakterien und nah- 
verwandter Arten 

Durch Sequenzvergleich bekannter 23S-rDNA und 5S-rDNA Sequenzen (GenBank 
Sequence Database des National Center of Biotechnology Infomnation: NCBI) wurden 
konservierte Genbereiche emnittelt. die als Hybridisiemngsorte der zur Sequenzlerung 
verwendeten Primer dienen. Aus Reinkulturen der in Tabelle 1 aufgefuhrten Bakterien 
wurde durch an sich bekannten Standardverfahren genomische DNA isoliert. Mit Pri- 
mern, die in hochkonservierten Bereichen hybridisieren, wurden in einer PGR von alien 
nachzuweisenden Bakterien Amplifikc "> erhalten. Folgende Primer wurden fur die Am- 
piifikation und die anschliefiende Sequenzierung venA/endet: 

Primer 1 = SEQ ID NO 47: 

5'-AAG TGC TGA AAG CAT CTA AG-3' 

Primer 2 = SEQ ID NO 55: 
5'-GGC RRY GTC TAY TYT CSC-3' 



Zusammensetzung der PGR: 



Genomische DNA (10-100 ng) 


1.00 


Ml 






H2O 


16,85 


Ml 






Puffer (10 X) 


2.50 


Ml 


1 X 




dNTP (10 mM) 


0,50 


Ml 


200 


pM 


Primer 1=Seq ID NO 48 (5 pM) 


1,50 


Ml 


0.30 


MM 


Primer 2=Seq ID NO 49 (5 |jM) 


1,50 


Ml 


0,30 


MM 


MgCl2 (50 mM) 


1.00 


Ml 


2,00 


mM 


Taq-Polymerase (5 U/[jI) 


0.15 


Ml 


0,03 


U/Ml 




25.00 


Ml 
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Temperaturprofil: 



5' 


95°C 




30" 


95'C 




30" 


SO'C 


x38 


30" 


72"C 




5' 


72"C 





Diese Amplifikate wurden uber ein Agarosegel und durch eine anschlieflende Behand- 
lung mit dem QIAquick PGR Gel Extraction Kit (Fa.Quiagen) gereinigt und mit den o.g. 
Primern. die mit einer IRD-800 Markierung versehen sind. in dem Long Read Sequencer 
Modell 4000L (Fa.LI-GOR) sequenziert. Die resultierenden Sequenzen der 23S/5S- 
rDNA-Spacerbereiche der brauereirelevanten Bakterien und der phylogenetisch nah 
verwandten Arten wurden miteinander verglichen und Sequenzbereiche bestimmt, die 

1. ) in alien Spezies der jeweiligen nachzuweisenden Gattung zu finden sind und sich 

gleichzeitig von denen anderer Gattungen bzw. Spezies unterscheiden. 

2. ) nur in der jeweiligen zu bestimmenden Spezies zu finden sind. sich jedoch von an- 

deren zu erfassenden und nicht zu erfassenden Bakterien unterscheiden. 

In den unter 1) beschriebenen Sequenzbereichen wurden Hybridisierungsstellen gat- 
tungsspezifischer Oligonukleotide, in den unter 2.) beschriebenen Sequenzbereichen die 
Bindungsstelien speziesspezifischer Oligonukleotide definiert. 

Beispiei 2: Nachweis von bierschadlichen Bakterien mit der Polymerase-Kettenreaktion 
I. Amplifikation 

Aus Reinkulturen der in Tabelle 1 aufgefuhrten Bakterien wurde in an sich bekannten 
Standardverfahren genomische DNA isoliert. Dekadische Verdunnungen von 1 fg/^jl bis 
1 pg/pl dieser Praparationen wurden anschlie(Jend in eine PGR mit folgender Zusam- 
mensetzung eingesetzt: 
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Primer 3 = SEQ ID NO 46: 

5'-AAG GGC CAT CRC TCA ACG G -3' 

Primer 4 = SEQ ID NO 48: 

5'-TGT GTT CGi iAT GGG AAC AGG TG -3' 



Genomische DNA 


1.00 pi 


4,00 Ml 




H2O 


16.60 Ml 


66.40 Ml 




Puffer (1 Ox) 


2,50 Ml 


10.00 Ml 


1x 


dNTP{lOmM) 


0.50 Ml 


2.00 Ml 


0.20 mM 


Primer 3= SEQ ID NO 21 (5 pM) 


1,50 Ml 


6,00 Mi 


0,30 mM 


Primer 4= SEQ ID NO 22 (5 pM) 


1.50 Ml 


6.00 Ml 


0,30 mM 


Digoxigenin markiert 








DMSO{100%) 


0,25 Ml 


1.00 Ml 


1,00 % 


MgCl2 (50 mM) 


1.00 Ml 


4,00 Ml 


2.00 mM 


Taq-Polymerase (SU/mO 


0.15 Ml 


0.60 Ml 


0,03 U/Ml 


2 


25,00 Ml 


100.00 Ml 





Die PGR wurde unter folgenden Bedingungen in dem Mastercyclertg) gradient 
(Fa.EPPENDORF) nach folgendem Temperaturprofil durchgefuhrt: 



5* 


95'C 




30" 


95"C 




45" 


55'C 


x38 


90" 


72'C 




5' 


72''C 





Primer 3 (SEQ ID NO 46) wurde durch Sequenzvergleich bekannter 23S-rDNA Sequen- 
zen (GenBank Sequence Database des NCBI) bestimmt. Er hybridisiert an hochkonser- 
vierte Sequenzabschnltte im 23S-rDNA Genbereich. Der Bindungsort liegt auBerhalb 
des mit den Primem SEQ ID NO 48, 49 sequenzlerten Bereiches. 
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Primer 4 (SEQ ID NO 48) wurde aufgrund eigener Sequenzdaten bestimmt. Der Hybri- 
disierungsort von Primer 2 liegt angrenzend an dem intergenischen 23S/5S-Spacer im 
5S-rRNA Genbereich. 

II. Detektion im PCR-ELISA 

Die Detektion erfolgt im PCR-ELISA. Dazu werden je venvendeter Sonde 5 pi Ampliflkat 
mit 5 Ml Denaturierungspuffer (125 mM NaOH, 20 mM EDTA, pH 14) versetzt und 
15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Jeweils 2 pmol derjeweiligen biotinylierten Sonde 
werden in 100 pi Hybridislerungspuffer (2,5xSSC, 2x Denhardts LOsung. 10 mM Tris. 
1 mM EDTA pH 7.5) pipettiert und in die Kavitaten einermit Streptavidin beschichteten 
Mikrotiterplatte uberfiihrt und bei der Hybridisierungstemperatur von 50'C vorinkubiert. 
Nach der Denaturierung wird der Denaturierungsansatz zu dem Hybridisiemngsansatz 
pipettiert. Anschlieliend erfolgt die 30 minOtige Inkubation bei Hybridisiemngstemperatur. 
1st die Hybridisienjng abgeschlossen, wird der Hybridisienjngsansatz entfemt und 4x mit 
200 pi Waschpuffer 1 (WP1: 0.1 x SSC. 2 x Denhardts. 10 mM Tris. 1 mM EDTA. pH 
7.6) jeweils fur 1 min. bei Hybridisiemngstemperatur gewaschen. Anschliedend werden 
100 pi einer nach Herstellerangaben verdunnten Losung eines mit einer Meer- 
rettichperoxidase konjugierten Anti-Digoxigenin-AntikOrpers zugegeben (Boehringer 
Mannheim). Das Konjugat wird in Waschpuffer 2 (WP2: 100 mM Tris. 150 mM NaCI. 
0,05% Tween 20. 0.5% Blocking-Reagenz, 100 pg/ml Heringsspenna. pH 7.6) verdunnt. 
AnschliefXend erfolgt die Antikorper-lnkubation bei 37'C fur 30 min.. Danach wird viemial 
mit 200 pi WP 2 gewaschen (bei Raumtemperatur). Nach dem Waschen werden 100 pi 
POD-Substrat (Boehringer Mannheim) zugegeben und 20 min. bei RT inkubiert. 
AnschlieRend wird die Farbreaktion mit 100 pi 0.5 M H2SO4 abgestoppt und bei 450 nm 
gemessen. 

III. Auswertuno 

Gemafi dem oben aufgefuhrten Detektionsprotokoll wurde der Nachweis fOr alle unter- 
suchten Bakterien und Bakteriengruppen unter Venwendung der entsprechenden gat- 
tungs- und speziesspezifischen Sonden gefuhrt. Gattungsspezifische Sonden sind fur 
Pediococcus SEQ ID NO 35. fur Pectinatus SEQ ID NO 36. fur Megasphaera SEQ ID 
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NO 37. for Selenomonas SEQ ID NO 38. fur Zymophilus SEQ ID NO 39. Speziesspezi- 
fische Sonden sind fur Lactobacillus brevis SEQ ID NO 21, Lactobacillus lindneh SEQ ID 
NO 22. Lactobacillus casei + Lactobacillus paracasei SEQ ID NO 23, Lactobacillus 
coryniformis SEQ ID NO 24, Lactobacillus curvatus SEQ ID NO 25, Ped/ococci/s da/T)- 
nosus SEQ ID NO 26, Pediococcus inopinatus SEQ ID NO 27. Pectinatus cerevisiiphilus 
SEQ ID NO 28, Pectinatus frisingiensis SEQ ID NO 29. Pectinatus sp. DSM20764 SEQ 
ID NO 30, Megasphaera cerevisiae SEQ ID NO 31, Selenomonas lacticifex SEQ ID 
NO 32, Zymophilus paucivorans SEQ ID NO 33 und Zymophilus raffinosivorans SEQ ID 



NO 34. 



Als Kontrolle wurden die Consensus-Sonden SEQ ID NO 40 und 41 eingesetzt. die an 
die Amplifikate samtlicher nachzuweisender Spezies hybridisieren. Weitere mPgliche 
Bindungsstellen fur Consensus-Sonden sind SEQ ID NO 42-45. Die Sonden der 
SEQ ID NO 40 bis 45 sind durch Sequenzvergleich bekannter 23S-rDNA und 5S-rDNA 
Sequenzen (GenBank Sequence Database. NCBI) ermittelt worclen. 



War die gemessene Extinktion bei einer eingesetzten Menge genomischer DNA von 
1 0 fg in die PGR grPUer als 1 , so wurde das Ergebnis positiv bewertet. Die Ergebnisse 
des PCR-ELISA sind in Tabelle 3 dargestellt. 
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actobacillus brevis 


actobacillus lindnen 


5 

CO 

S 

O 

s. 
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5 ■ 

CO 


actobacillus paracasei paracasei 


actobacillus coryniformis coryniformis 


actobacillus coryniformis torquens 


<o 
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CD 
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U) 
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CO 

a 
o . 
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CO 


eaiococcus damnosus 


eaiococcus inopinalus 


ectinatus cerevisiiphilus 


ecunatus fnsmgensis 


ectinatus sp. DSM 20462 


legaspnaera cerevisiae 


eienomonas lacticifex 


ymopnilus raffinosivorans 


ymopnilus paucivorans | 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von brauereirelevanten Mikroorganismen in einer Probe, 
das folgende Schritte umfal^t: 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit einer Kombination aus mindestens zwei ersten 
NukleinsSuremolekulen (Primern), die mit einem in brauereirelevanten Mikroor- 
ganismen konservierten Bereich einer mikrobiellen Nukieins^ure hybridisieren; 

(b) Ampiifizieren der mikrobiellen Nukleinsaure Oder eines Teils derselben zur Er- 
zeugung von mindestens einem Amplifikationsfragment; 

(c) Inkontaktbringen der in Schritt (b) erhaltenen Amplifikationsfragmente mit min- 
destens einem zweiten Nukleinsauremolekul (Sonde), welches mit mindestens 
einem Amplifikationsfragment spezifisch hybridisiert, das eine fOr samtliche 
brauereirelevanten Mikroorganismen Oder fQr eine Oder mehrere Familien, Gat- 
tungen Oder Arten von brauereirelevanten Mikroorganismen spezifische Sequenz 
der mikrobiellen Nukleinsaure umfalSt; 

(d) Nachweis von mindestens einer Hybridnukleinsaure. die aus einem Amplifika- 
tionsfragment und einem im Schritt (c) eingebrachten zweiten Nukleinsdure- 
molekul besteht. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS das Ampiifizieren eine 
Polymerase-Kettenreaktion (PGR) umfafit. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali das Ampiifizieren eine 
Ligasen-Kettenreaktion umfaRt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dali das Ampiifizieren eine 
isotherme NukleinsSureamplifikation umfaQt. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dali das 
zweite Nukleinsauremolekul zur Erzeugung eines nachweisbaren Signals modifiziert 
bzw. markiert ist, wobei die Modifikation bzw. Markierung ausgewShit wird aus 

(i) radioaktiven Gmppen (ii) farbigen Gruppen, (iii) fluoreszierenden Gruppen, 
(iv) Gruppen zur Immobilisiemng an einer festen Phase und (v) Gmppen, die eine indi- 
rekte Oder direkte Reaktion, insbesondere mit Hilfe von Antikarpern. Antigenen. Enzy- 
men und/oder Substanzen mit Affinitat zu Enzymen Oder Enzymkomplexen eriauben. 

6. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch gekennzeichnet. 
dad, die ersten Nukleinsduremolekule und/oder das zweite NukleinsSuremoiekul min- 
destens 1 0 Nukleotide, vorzugsweise 1 5-30 Nukieotide lang sind. 

7. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch gekennzeichnet. 
daft die ersten Nukleinsauremolekule und/oder das zweite Nukleinsauremolekul dadurch 
modifiziert sind. dali bis zu 20% der Nukleotide in 10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden, 
insbesondere 1 Oder 2 Nukleotide aus dem 10er-Block durch Nukleotide ersetzt sind, die 
in Bakterien nicht natCirlich vorkommen. 

8. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche. dadurch gekennzeichnet. 
dali der konservierte Bereich in dem Genomabschnitt vorkommt, der die bakteriellen 
23 S- und 5 S-Gene enthSlt. 

9. Nukleinsauremolekul als Sonde und/oder Primer zum Nachweis von brauereirele- 
vanten Mikroorganismen, ausgewahit aus: 

(i) einer NukleinsSure mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 1 -1 07 Oder ein minde- 
stens 10, vorzugsweise 15-30 Nukleotide langes Fragment derselben; 

(ii) einer Nukleinsaure, die mit einer Nukleinsaure nach (i) spezifisch hybridisiert; 

(iii) einer Nukleinsaure, die mindestens 70%, vorzugsweise mindestens 90% iden- 
tisch mit einer Nukleinsaure nach (i) oder (ii) ist, Oder 



(iv) einer Nukleinsaure, die komplementar zu einer Nukleinsaure nach (i) bis (iii) ist. 
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10. NukleinsauremolekQI nach Anspmch 9, dadurch gekennzeichnet, dalS es eine DNA 
Oder eine RNA ist. 

1 1 . Nukleins^uremolekul nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi es eine PNA 
ist. 

12. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 9 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, 
dais bis zu 20% der Nukleotide in 1 0 aufeinanderfolgenden Nukleotiden, insbesondere 1 
Oder 2 Nukleotide aus dem lOer-Block durch Nukleotide ersetzt sind, die in Bakterien 
nicht naturlich vorkommen. 

13. Kombination aus mindestens zwei Nukleinsauremolekulen, ausgewShlt aus: 

(1) einer Kombination aus mindestens zwei Nukleinsauremolekulen nach einem der 
AnsprQche 9 bis 12, und 

(2) einer Kombination. die mindestens ein NukleinsauremolekOI mit einer Sequenz 
nach einer der SEQ ID NO 40 bis 47 und mindestens ein Nukleinsauremolekul mit 
einer Sequenz nach SEQ ID NO 48-54 Oder SEQ ID NO 55-59 Oder SEQ ID NO 
60-72 umfaSt. 

14. Kit, enthaltend ein NukleinsauremolekQI nach einem der Anspruche 9 bis 12 
und/oder eine Kombination nach Anspnjch 1 3. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet. dalS im 
Schritt (a) eine Kombination aus mindestens zwei Nukleinsauremolekulen nach An- 
spruch 13 eingesetzt wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8 und 15, dadurch gekennzeichnet, daa 
als zweites NukleinsfluremolekQI (Sonde) mindestens ein NukleinsSuremolekQI nach 
einem der Anspruche 9 bis 12 eingesetzt wird. 
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17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet. daft ais zweites NuRlein- 
sauremoleku! (Sonde) mindestens ein Nukleinsauremolekul mit einer Sequenz nach 
einer der SEQ ID NO 35 bis 39 Oder 98-107 eingesetzt wird. 

18. Verfahren nach Anspmch 16 Oder 17, dadurch gekennzeichnet, dafi als zweites 
oderweiteres Nukleinsauremolekul (Sonde) mindestens ein Nukleinsauremolekul mit 
einer Sequenz nach einer der SEQ ID NO 21 bis 34 Oder SEQ ID NO 73-97 eingesetzt 
wird. 

19. VenA/endung eines NukleinsauremolekQIs nach einem der Anspruche 9 bis 12 
und/oder einer Kombination nach Anspruch 13 zum Nachweis von brauereirelevanten 
Bakterien. 

20. Verwendung eines Nukleinsauremolektils nach einem der Anspruche 9 bis 12 zum 
Identifizieren und/oder Charakterisieren von brauereirelevanten Bakterien. 

21 . VenA/endung eines NukleinsauremolekQIs mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 35 
Oder SEQ ID NO 86 zum Nachweis und/oder zum Identifizieren und/oder Charakterisie- 
ren von Bakterien def Gattung Pediococcus. 

22. Verwendung eines NukleinsauremolekQIs mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 36 
Oder SEQ ID NO 104 zum Nachweis und/oder zum Identifizieren und/oder Charakteri- 
sieren von Bakterien der Gattung Pectinatus. 

23. Verwendung eines NukleinsauremolekQIs mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 37 
Oder SEQ ID NO 107 zum Nachweis und/oder zum Identifizieren und/oder Charakteri- 
sieren von Bakterien der Gattung Megasphaera. 

24. Verwendung eines NukleinsauremolekQIs mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 38 
Oder SEQ ID NO 105 zum Nachweis und/oder zum Identifizieren und/oder Charakteri- 
sieren von Bakterien der Gattung Selenomonas, 
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25. Verwendung eines NukleinsauremolekQIs mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 39 
oderSEQ ID NO 106 zum Nachweis und/oder zum Identlflzieren und/oder Charakteri- 
sieren von Bakterien der Gattung Zymophilus. 

26. Verwendung eines Nukleinsauremolekuls mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 1, 
SEQ ID NO 21 Oder SEQ ID NO 73-74 Oder eines Fragments desselben mit mindestens 
10, vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oder zum Identifizieren 
und/oder Charakterlsieren von Bakterien der Art Lactobacillus brevis. 

27. Verwendung eines Nukleinsauremolekuls mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 2, 
SEQ ID NO 22 Oder SEQ ID NO 75-76 Oder eines Fragments desselben mit mindestens 
10, vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oder zum identifizieren 
und/oder Charakterisieren von Bakterien der Art Lactobacillus lindneri. 

28. Verwendung eines NukleinsauremolekQIs mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 3. 
SEQ ID NO 23 Oder SEQ ID NO 77-79 Oder eines Fragments desselben mit mindestens 
10. vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oder zum Identifizieren 
und/oder Charakterisieren von Bakterien der Art Lactobacillus casei. 

29. Venwendung eines NukleinsauremolekQIs mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 4, 
SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 23 Oder SEQ ID NO 79-81 Oder eines Fragments desselben 
mit mindestens 10, vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oder zum Iden- 
tifizieren und/oder Charakterisieren von Bakterien der Art Lactobacillus paracasei ssp. 
paracasei. 

30. Venvendung eines NukleinsauremolekQIs mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 6, 
SEQ ID NO 24 Oder SEQ ID NO 82 Oder eines Fragments desselben mit mindestens 10, 
vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oder zum Identifizieren und/oder 
Charakterisieren von Bakterien der Art Lactobacillus corynifbrmis ssp. coryniformis. 

31. Venyendung eines NukleinsauremolekQIs mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 7, 
SEQ ID NO 24 Oder SEQ ID NO 82 Oder eines Fragments desselben mit mindestens 10, 
vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oder zum Identifizieren und/oder 
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Charakterisieren von Bakterien der Art Lactobacillus corynifonmis ssp. torquens. 

32. Verwendung eines NukleinsauremolekQIs mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 8, 
SEQ ID NO 25 Oder SEQ ID NO 83 Oder eines Fragments desselben mit mindestens 10, 
vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oderzum Identifizieren und/oder 
Charakterisieren von Bakterien der Arten Lactobacillus cun/atus. 

33. Verwendung eines Nukieinsauremoiekuls mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 9, 
SEQ ID NO 26, SEQ ID NO 84 Oder SEQ ID NO 86 Oder eines Fragments desselben mit 
mindestens 10, vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oderzum Identifi- 
zieren und/oder Charakterisieren von Bakterien der Art Pediococcus damnosus. 

34. Venwendung eines NukleinsduremolekOls mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 10. 
SEQ ID NO 27. SEQ ID NO 85 Oder SEQ ID NO 86 Oder eines Fragments desselben mit 
mindestens 10, vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oderzum Identifi- 
zieren und/oder Charakterisieren von Bakterien der Art Pediococcus inopinatus. 

35. VenA/endung eines NukleinsauremolekCils mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 11, 
SEQ ID NO 28 Oder SEQ ID NO 87-88 Oder eines Fragments desselben mit mindestens 
10. vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oderzum Identifizieren 
und/oder Charakterisieren von Bakterien der Art Pectinatus cerevisiiphilus. 

36. VenA/endung eines NukleinsSuremolekuls mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 12, 
SEQ ID NO 29 Oder SEQ ID NO 89-90 Oder eines Fragments desselben mit mindestens 
10, vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oderzum Identifizieren 
und/oder Charakterisieren von Bakterien der Art Pectinatus frisingensis. 

37. Venwendung eines NukleinsauremolekCils mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 13, 
SEQ ID NO 14, SEQ ID NO 30 Oder SEQ ID NO 91-93 Oder eines Fragments desselben 
mit mindestens 10, vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oderzum Iden- 
tifizieren und/oder Charakterisieren von Bakterien des Stammes Pectinatus sp. 
DSM20764. 
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38. Verwendung eines Nukleinsauremolekuls mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 15, 
SEQ ID NO 16, SEQ ID NO 31 Oder SEQ ID NO 97 Oder eines Fragments desselben mit 
mindestens 10, vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oderzum Identifi- 
zieren und/oder Charakterisieren von Bakterien der Art Megasphaera cerevisiae. 

39. Verwendung eines Nukleinsauremolekuls mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 17, 
SEQ ID NO 18, SEQ ID NO 32 Oder SEQ ID NO 94 Oder eines Fragments desselben mit 
mindestens 10, vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oderzum Identifi- 
zieren und/oder Charakterisieren von Bakterien der Art Selenomonas lacticifex. 

40. Verwendung eines Nukleinsauremolekuls mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 19, 
SEQ ID NO 33 Oder SEQ ID NO 95 Oder eines Fragments desselben mit mindestens 10, 
vorzugsweise 1 5-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oder zum Identifizieren und/oder 
Charakterisieren von Bakterien der Art Zymophilus raflnosivorans. 

41. Verwendung eines Nukleinsauremolekuls mit einer Sequenz nach SEQ ID NO 20, 
SEQ ID NO 34 Oder SEQ ID NO 95 Oder eines Fragments desselben mit mindestens 10, 
vorzugsweise 15-30 Nukleotiden zum Nachweis und/oderzum Identifizieren und/oder 
Charakterisieren von Bakterien der Arten Art Zymophilus paucivorans. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



<110> BioteCon Diagnostics GmbH 

<120> Verfahren und Nukleinsauren zum Nachweis von 
brauereirelevanten Mikroorganismen 

<130> PCT1218-066 

<140> 
<141> 

<160> 107 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 267 
<212> DNA 

<213> Lactobacillus brevis 
<400> 1 

tatatggaag taagacccct gagagatgat caggtagata ggctggaagt agcagcgccg 6 0 
tgaggcgtgg agcggaccag tactaatcgg tcgaggactt aaccaagtca acaacgtagt 120 
tgtttcgaga ataattgaat aatatctagt tttgagggaa gaagttctct tatagtgtgg 180 
tggcgatagc ctgaaggata cacctgttcc catgccgaac acagaagtta agcttcagca 240 
cgccgatagt agttggggga tcgcccc 267 



<210> 2 

<211> 326 

<212> DNA 

<213> Lactobacillus lindneri 



ccattcctat atggaagtaa gactcctgaa agatgatcag gtcgataggt tagaagtgga 60 
agcatagtga tatgtgaagc ggactaatac taatcagtcg aggacttaac caaggaagac 12 0 
acagggttaa atcaaagttg aacagagaag atattatcta gttttgagag aacgaagttc 180 
gctcaggctt atgaaaaata agcatagtgt ggtggcgata gcctgaagga tacacctgtt 240 
cccatgccga acacagaagt taagcttcag cacgccaaaa gtagttgggg gatcgccccc 300 
tgcgaggata ggacgatggt catagc 326 



<210> 3 

<211> 351 

<212> DNA 

<213> Lactobacillus casei 



ccattcctat atggaagtaa gacccctgag agatgatcag gtagataggc tggaagtgga 60 
agtgcagcga tgcatggagc ggaccagtac taatcggtcg aggacttaac caagtagagc 120 
gtgagcagga gcgcttagaa accggagcat aagcgggcct gagttcgttg gccgggtttt 180 
ggccaatgga ttcagggttc ttatgtggag gtttctgcga ctgcgaacgc gtttcgatga 240 
aatacactgg ttcccgacaa cacaaaaaca acaatgatag ccagttttga gagcgcaaag 300 
ttctcataag tgtggtggcg atagcaagaa ggatacacct gttcccatgc c 351 



<400> 2 



<400> 3 
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<210> 4 
<211> 414 
<212> DNA 

<213> Lactobacillus paracasei 



<400> 4 

ccattcctat atggaagtaa gacccctgag 
agtgcagcga tgcatggagc ggaccagtac 
tgtgagcagg agcggttaga aaccggagca 
tggccattgc ggtcagggtc cttatgtgca 
acaagtacgt taagttcaag gcagcaatta 
gttctcataa gtgtggtggc gatagcaaga 
aagttaagct tcttcacgcc gagagtagtt 



agatgatcag gtagataggc tggaagtgga 60 
taatcggtcg aggacttaac caagtaagag 120 
taagcgggcc tgagcgtgat ggccgggctt 180 
ggtttctgcg actgcgaaca cgtttcgatg 240 
aacaatgata gctagttttg agagcgcaaa 300 
aggaCacacc tgttcccatg ccgaacacag 360 
ggtgggaaac tgcctgcgag gata 414 



<210> 5 
<211> 338 
<212> DNA 

<213> Lactobacillus paracasei 



<400> 5 

ccattcctat atggaagtaa gacccctgag 
agtgcagcga tgcatggagc ggaccagtac 
tgcaagcagg agcaggtttc tgcgactgcg 
caaggcagca attaaacgat gatagccagt 
tggcgatagc aagaaggata cacctgttcc 
cgccgagagt agttggtggg aaactgcctg 



agatgatcag gtagataggc tggaagtgga 60 
taatcggtcg aggacttaac caagtaagcg 120 
aacacatttc gatgacaagt acgttaagtt 180 
tttgagagcg caaagttctc ataagtgtgg 24 0 
catgccgaac acagaagtta agcttcttca 3 00 
cgaggata 338 



<210> 6 
<211> 317 
<212> DNA 

<213> Lactobacillus corynif ormis ssp. corynif oinnis 



<400> 6 

ctcgagttga gatttcccat tcctttatgg 
ataggttgga agtggacgtg ccgtgaggca 
cttaaccaag tagcatgtac gtagtgttag 
tgagagcgca acgttctcag aaagtggtgt 
cccatgtcga acacagaagt taagcttctt 
tgcgaggata ggacgat 



aagtaagacc cctgagagat gatcaggtag 60 
tggagcggac caatactaat cggtcgagga 120 
tttaagggca aagaaatgaa tatccagttt 180 
ggtggcgata gcaagaagga tacacctgtt 240 
agcgccgaga gtagttgggg gagcaccccc 300 

317 



<210> 7 

<211> 317 

<212> DNA 

<213> Lactobacillus corynif ormis ssp. torquens 



<400> 7 

ctcgagatga gatttcccat tcctttatgg 
ataggttgga agtggacgtg ccgtgaggca 
cttaaccaag tagcatgtac gtggtgttag 
tgagagcgca acgttctcag aaagtggtgt 
cccatgtcga acacagaagt taagcttctt 
tgcgaggata ggacgat 



aagtaagacc cctgagagat gatcaggtag 60^ 
tggagcggac caatactaat cggtcgagga 120 
tttaagggca aagaaatgaa tatccagttt 180 
ggtggcgata gcaagaagga tacacctgtt 24 0 
agcgccgaga gtagttgggg gagcaccccc 300 

317 
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<210> 8 
<211> 336 
<212> DNA 

<213> Lactobacillus curvatus 
<400> 8 

acgcctcgag atgagatttc ccattccttt atggaagtaa gacccctgaa agatgatcag 60 
gtagataggc taggagtgga agtacagcga tgtatggagc ggactagtac taatcggtcg 120 
aggacttaac caaaggtgca atgttaggct tttgaaatga aatattactt attatgcagt 180 
tttgagagaa cgaagttctt ctcagtgcgc aagcacaaaa tagtgtggtg gcgatagcaa 240 
gaaggataca cctgttccca tgtcgaacac agaagttaag cttcttagcg ccgatagtag 300 
ttggtgggaa actacctgcg aggataggac gatggt 336 



<210> 9 

<211> 335 

<212> DNA 

<213> Pediococcus damnosus 



gatgagattt cccattccat ttatggaagt aagacccctg agagatgatc aggtagatag 60 

gttgggagtg gaagtgtagt gatacatgga gcggaccaat actaatcggt cgaggactta 120 

accacaaagt ggtgttctca agagaaggat tcgatattat ttagttttga gagaataaat 180 

ttctttcaca cgagccgcgt aagtggatcg gagaagtgtg gtgacgatag tgagaaggat 240 

acacctgttc ccatgtcgaa cacagaagtt aagcttctta acgccgagag tagttggggg 300 

atcgctccct gcgaggatag gacgatggtc aatag 335 



<210> 10 

<211> 326 

<212> DNA 

<213> Pediococcus inopinatus 



agatgagatt tcccattcca tttatggaag taagacccct gagagatgat caggtagata 60 

ggttgggagt ggaagtgtag tgatacatgg agcggaccaa tactaatcgg tcgaggactt 120 

aaccacaaag tggtgttctc aaagagaaga tttcgatatt atttagtttt gagagaataa 180 

atttctttca cacgagccgc ggaagtggat cggagaagtg tggtgacgat agtgagaagg 240 

atacacctgt tcccatgtcg aacacagaag ttaagcttct taacgccgag agtagttggg 3 00 
ggatcgctcc ctgcgaggat aggacg 326 



<210> 11 
<211> 403 
<212> DNA 

<213> Pectinatus cerevisiiphilus 



aagtgctgaa agcatctaag cgtgaaacct gccttaagat gaggtttccc agagccgtaa 60 
ggcttggaag gcaccttgaa taagacgagg tagataggcc gggagtagaa gtacagtaat 120 
gtacgaagcg gactggtact aataagccga gagcttaact taaaatcatc gaaaaaaatg 180 
tttggtctga gatttcttct gtgaagtttt gagtgtgcaa gacactctgg ttgaagggca 240 
gggaacgtga gagcgtaaaa ctgcggactt tggctcaaag agttaaagca tctggtgacg 3 00 
atacctggat ggatccacct gttcccattc cgaacacagt agttaagcat ccacaggctg 360 
aaggtacttg gggggcgacc ccctgggaaa ataggacact gcc 403 



<400> 9 



<400> 10 



<400> 11 
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<210> 12 
<211> 434 
<212> DNA 

<213> Pectinatus frisingensis 

<400> 12 

aagtgctgaa agcatctaag cgtgaaacca 
tttggaaggc accttgaaga agacgaggta 
atgaagcgga ctggtactaa taagccgaga 
tgtttggtca gagattttct tctgtgaagt 
taggtaaagg aaaagcagca gataagtttc 
gaggcactga aggccagaac atctggtggc 
ccgaacacag tagttaagca tccacaggcc 
aataggacac cgcc 



gctttaagat gaggtttccc agaacgcaag 6 0 
gataggccgg gagtggaagt atggtgacat 120 
gcttaacttg atttcatcaa aaaagagaaa 180 
tttgagtgtg caagaacact cgagagtata 240 
ctggttactg tatataccgg ctgaggtgct 3 00 
gatacctgga tggatccacc tgttcccatt 360 
gaaggtactt ggggggcagc cccctgcgaa 420 

434 



<210> 13 
<211> 641 
<212> DNA 

<213> Pectinatus spec. DSM20764 
<400> 13 

aagtgctgaa agcatctaag cgtgaaacct gccttaagat gaggtttccc agagccgtaa 60 

ggcttggaag gcaccttgaa gatgacgagg tagataggcc gggagtagaa gtatggtgac 120 

atacgaagcg gactggtact aataagccga gagcttaact taatttcatc tataaatgtt 180 

tggtcctgat ttcttctgtg aagttttgag tgtgcaagat cactcatgaa agtatatagg 240 

taaagggaaa gcagcagatt agttcctggt ttactttata tatgagcact aaggtgcaga 300 

aaagaacgtt tgaggaaacg cggcgttcgt aaactcactt tgcgtgctga ttatctcaat 360 

gctaaagcat taagataatt ttagaggaaa cgcgcgttca ctagcgttca ctctgcgtac 42 0 

tttatttcta agtgctgaag cactaagaag ggcaaggaaa cgcgtcgttc gcgatgctca 480 

ctttgcgtac ttcatctcta gactgctaaa gcagtaagat ctgaagcatc tggtggcgat 540 

acctggatgg atccacctgt tcccattccg aacacagtag ttaagcatcc acaggccgaa 600 

ggtacttggg gggcagcccc ctgcgagagt aggacatcgc c 641 



<210> 14 
<211> 495 
<212> DNA 

<213> Pectinatus spec. DSM20764 
<400> 14 

aagtgctgaa agcatctaag cgtgaaacct gccttaagat gaggtttccc agagccgtaa 60 
ggcttggaag gcaccttgaa gatgacgagg tagataggcc gggagtagaa gtatggtgac 120 
atacgaagcg gactggtact aataagccga gagcttaact taatttcatc tataaatgtt 180 
tggtcctgat ttcttctgtg aagttttgag tgtgcaagat cactcatgaa agtatatagg 240 
taaaggggaa gcagattagt tcctggttta ctttatatat gagcactaag gtgcagaaaa 300 
gaacgtctaa ggaaacgcgg cgttcgtagg ctcactctgc gtacttcatc tctagactgc 3 60 
taaagcagta agatctgaag catctggtgg cgatacctgg atggatccac ctgttcccat 420 
tccgaacaca gtagttaagc atccacaggc cgaaggtact tggggggcag ccccctgcga 480 
aagtaggaca ccgcc 495 



<210> 15 
<211> 546 
<212> DNA 

<213> Megasphaera cerevisiae 



wo 01/23605 



• 



5 



PCT/EPOO/08808 



<400> 15 

gcatctaagc gtgaaaccag cctagagatg 
ccatgaagac gacatggtag ataggccggg 
cggtactaat agaccgagga cttgacttaa 
acgcataaaa tggagtgagt cgcttatacc 
taccaatgca gcggcaacac cagttagcat 
gtttcgtagc agcgtaggct aacccaacca 
aagagtacat gcgaagaaac gacgaaagac 
gacattagag tcacaccgat tgttaagatc 
acgaatcctg aaacgaattc agtggtgatg 
acacag 



aggtttctca ttacgaaagt aagtaaggtc 60 
agtggacgta cagtaatgta tggagcggac 120 
gcagggaacc cattttaaag aagcgaagcg 180 
gaatcgcaga ttcggtaaag cagcggagaa 24 0 
aaactaagcg gattcggagt gggtgaggga 300 
ccgctttcga agaaggcgaa tggtttgaaa 360 
tcacaaccaa aacatacaaa ctaagtagat 42 0 
cgaaatactt ttcgatgtag ttgtcaggat 480 
gctgcaggga tccacctgtt: cccataccga 540 

546 



<210> 16 
<211> 306 
<212> DNA 

<213> Megasphaera cerevisiae 
<400> 16 

gcatctaacc gtgaaaccag cctagagatg 
ccatgaagac gacatggtag ataggccggg 
cggtactaat agaccgagga cttgacttaa 
tggtgtaaga gttagacggg tagttaaggt 
tacgaatcct gaaacgaatt cagtggtgat 
acacag 



aggtttctca ttacgaaagt aagtaaggtc 60 
agtggacgta cagtaatgta tggagcggac 120 
gcaaagaagc aatagaaaga accatgtaga 180 
ccgaaatact tttcgatgta gttgtcagga 240 
ggctgcaggg accacctgtt cccataccga 3 00 

306 



<210> 17 
<211> 449 
<212> DNA 

<213> Selenomonas lacticifex 
<400> 17 

aagtgctgaa agcatctagg cgtgaagcct gtcccgagat gaagtatctc atggagtaat 60 

ccagtaagat tccttgaaga agacaaggta gataggttgg gagtgtaagc atcgtaaggt 120 

gttcagcgga ccaatactaa taaatcgagg gcttaacttt acagacctgt ccaagaagcg 180 

aagcggattg ggtaacaggt cgtatgcgaa aacatcccaa gaatcgagtc cgaagggcga 24 0 

agatgattgg cagatgttga ccgctaataa tctagaatgt ttcgatacaa tttttcttct 300 

gtatagtttt gagtggacat cgttcattca ataatatcca gtgacgatag ctgagtggta 360 

ccacctgttc ccataccgaa cacagtagtt aagcactcat acgccgaaag tacttgtctg 420 

gaaacgggct gcgagaatag gacgtcgcc 449 



<210> 18 
<211> 343 

<212> DNA 

<213> Selenomonas lacticifex 
<400> 18 

aagtgctgaa agcatctaag cgtgaagcct gtcccgagat gaagtatctc atggagtaat 60 
ccagtaagat tccttgaaga agacaaggta gataggttgg gagtgtaagc atcgtaaggt 120 
gttcagcgga ccaatactaa taaatcgagg gcttatctta ataatctaga atgtttcgat 180 
acaatttttc ttctgtatag ttttgagtgg acatggttca ttcaataata tccagtgacg 240' 
atagctgagt ggtaccacct gttcccatac cgaacacagt agttaagcac tcatacgccg 3 00 
aaagtacttg tctggaaacg ggctgcgaaa ataggacgcc gcc 343 
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<210> 19 
<211> 395 
<212> DNA 

<213> Zymophilus raf f inosivorans 
<400> 19 

aagtgctgaa agcatctaag cgtgaaacca gccttaagat gaggtttctc acagagcaat 60 
ctggtaagac cccttgaaga agacaaggta gataggtcgg gagtggaagc gcagtaatgt 120 
gtgcagcgga ccgatactaa taggtcgagg gcttgactta aagccagaac gaaaactaaa 180 
atgcgaacat ttctttcttc tgtatagttt tgagagaaca aactcttaag atggagtagt 240 
ctgaggcgaa agcggaaggc agcgatatct aaaaaaagaa tatctggtag tgatagccaa 300 
gtggacccac ctgttcccat accgaacaca gtagttaagc acttgaacgt cgaaagtact 360 
tgggtggaaa cgccctgcga aaataggaca ccgcc 395 



<210> 20 
<211> 395 

<212> DNA 

<213> Zymophilus paucivorans 
<400> 20 

aagtgctgaa agcatctaag cgtgaaacca 
ctggtaagac cccttgaaga agacaaggta 
gtgtagcgga ccgatactaa taggtcgagg 
atgcgaacat ttctttcttc tgtatagttt 
tgaggcgaaa gctaaaggca gcgatatcta 
gtggacccac ctgttcccat accgaacaca 
tgggtggaaa cgccctggga aaataggaca 



gccttaagat gaggtttctc acagagcaat 60 
gataggtcgg gagtggaagc gcagtaatgt 120 
gcttgactta aagccagaac gaattctaaa 180 
tgagagaaca gactcttaag atgagcagtc 240 
aaaaaaagaa tatctggtag tgatagccaa 3 00 
gtagttaagc acttgaacgt cgaaagtact 360 
ccgcc 395 



<210> 21 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Lactobacillus brevis 

<400> 21 

ccaagtcaac aacgtagttg t 21 



<210> 22 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Lactobacillus lindneri 

<400> 22 

gacacagggt taaatcaaag ttg 23 



<210> 23 



wo 01/23605 
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<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Lactobacillus casei und Lactobacillus 
paracasei 

<400> 23 

aggtttctgc gactgcgaac 



<210> 24 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fiir Lactobacillus corynif ormis 

<400> 24 

atgtacgtag tgttagttta agggc 



<210> 25 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Lactobacillus curvatus 

<400> 25 

cttctcagtg cgcaagcaca 



<210> 26 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Pediococcus damnosus 

<400> 26 

gtgttctcaa gagaaggatt eg 



<210> 27 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Kunstliche 



Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : spezifische 
Sequenz fur Pediococcus inopinatus 

<400> 27 

gttctcaaag agaagatttc gatatta 



<210> 28 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Pectinatus cerevisiiphilus 

<400> 28 

tgagagcgta aaactgcgga ctt 



<210> 29 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Pectinatus frisingensis 

<400> 29 

cagataagtt tcctggttac tg 



<210> 30 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Pectinatus spec. DSM 20764 

<400> 30 

cactaaggtg cagaaaagaa cgt 



<210> 31 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Megasphaera cerevisiae 



<400> 31 



wo 01/23605 
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cttttcgatg tagttgtcag gatacg 



26 



<210> 32 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Secpaenz fur Selenomonas lacticifex 

<400> 32 

gttcattcaa taatatccag tgacg 25 



<210> 33 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Zymophilus raf f inosivorans 



<210> 34 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Zymophilus paucivorans 

<400> 34 

actcttaaga tgagcagtct ga 22 



<210> 35 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur die Gattung Pediococcus 



<400> 33 

aactcttaag atggagyagt ctg 



23 



<400> 35 

agtstagtga tacatggagc g 



21 
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<210> 36 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fiir die Gattung Pectinatus 

<400> 36 

gtgaagtttt gagtgtgcaa ga 



<210> 37 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fiir die Gattung Megasphaera 

<400> 37 

gaccgaggac ttgacttaag ca 22 



<210> 38 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fiir die Gattung Selenomonas 

<400> 38 

cccagcgacg atagctgagt 20 



<210> 39 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fiir die Gattung Zymophilus 

<400> 39 

aagaatatct ggtagtgata gccaa 25 



<210> 40 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche 



Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : 
Consensus -Sequenz 

<400> 40 

gtcgtgagac agttcggtc 



<210> 41 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Consensus - Sequenz 

<400> 41 

cytagtacga gaggaccggr r 



<210> 42 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Consensus - Sequenz 

<400> 42 

gctaccctgg ggataacagg c 



<210> 43 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus -Sequenz 

<400> 43 

atcgacgggg aggtttssca c 



<210> 44 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Cons ensus - Sequenz 



wo 01/23605 
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<400> 44 

cacctcgatg tcggctcrtc 



<210> 45 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kxinstlichen Sequenz 
Consensus -Sequenz 

<400> 45 

ccaagggttg ggctgttc 



<210> 46 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinst lichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 46 

aagggccatc rctcaacgg 



<210> 47 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinst lichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 47 

aagtgctgaa agcatctaag 



<210> 48 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kxinstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 48 

tgtgttcgii atgggaacag gtg 



wo 01/23605 
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<210> 49 
<2X1> 23 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus -Sequenz 

<400> 49 

tgtgttcgga atgggaacag gtg 



<210> 50 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus -Sequenz 

<400> 50 

tgtgttcgaa atgggaacag gtg 



<210> 51 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 51 

tgtgttcggt atgggaacag gtg 



<210> 52 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 52 

tgtgttcgat atgggaacag gtg 



<210> 53 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunst lichen Sequenz 
Consensus-Sequenz 

<400> 53 

tgtgttcggc atgggaacag gtg 



<210> 54 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus-Sequenz 

<400> 54 

tgtgttcgac atgggaacag gtg 



<210> 55 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 55 

ggcrrygtcc taytytcsc 



<210> 56 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinst lichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 56 

ggcagtgtcc tactttccc 



<210> 57 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 
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<400> 57 

ggcagcgtcc tactttcgc 

<210> 58 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 58 

ggcagtgtcc tactttcgc 



<210> 59 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus -Sequenz 

<400> 59 

ggcagcgtcc tactttccc 



<210> 60 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibxing der kunstlichen Sec[uenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 60 

gyttmrcttc yrdgttcg 



<210> 61 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibiing der kunstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 61 

gcttaacttc cgtgttcg 



wo 01/23605 
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<210> 62 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : 
Cons ensus - Sequenz 

<400> 62 

gcttaacttc tatgttcg 



<210> 63 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 63 

gcttaacttc tgtgttcg 



<210> 64 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 64 

gcttaacttc catgttcg 



<210> 65 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz 
Consensus -Sequenz 

<400> 65 

gcttaacttc cgggttcg 



<210> 66 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : 
Cons ensus - Sequenz 

<400> 66 

gcttaacttc taggttcg 



<210> 67 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 67 

gcttaacttc tgggttcg 



<210> 68 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 68 

gcttaacttc caggttcg 



<210> 69 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Siequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Consensus - Sequenz 

<400> 69 

gcttaacttc cgagttcg 



<210> 70 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequen: 
Consensus - Sequenz 
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<400> 70 

gcttaacttc taagttcg 



<210> 71 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibiing der kunstlichen Sequenz: 
Consensus - Sequenz 

<400> 71 

gcttaacttc tgagttcg 



<210> 72 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Consensus - Sequenz 

<400> 72 

gcttaacttc caagttcg 



<210> 73 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Lactobacillus brevis 

<400> 73 

tcgagaataa ttgaataata tctag 



<210> 74 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibxmg der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fiir Lactobacillus brevis 



<400> 74 

gagggaagaa gttctcttat 



20 
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<210> 75 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen SeG^ienz: spezifische 
Sequenz fur Lactobacillus lindneri 

<400> 75 

aacagagaag atattatcta gtz 23 

<210> 76 

<211> 42 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Secjuenz fur Lactobacillus lindneri 



<210> 77 
<211> 45 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fiir Lactobacillus casei 

<400> 77 

ttcgttggcc gggttttggc caatggattc agggttctta tgtgg 45 

<210> 78 
<211> 58 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fiir Lactobacillus casei 

<400> 78 

gcgtttcgat gaaatacact ggttcccgac aacacaaaaa caacaatgat agccagtt 58 

<210> 79 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<400> 76 

ttgagagaac gaagttcgct caggcttatg aaaaataagc at 



42 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : spezifische 
Sequenz fiir Lactobacillus casei und Lactobacillus 
paracasei 

<400> 79 

ttagaaaccg gagcataagc gggcctgag 2 9 



<210> 80 
<211> 46 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sec[uenz : spezifische 
Sequenz fur Lactobacillus paracasei 



<210> 81 
<211> 46 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Lactobacillus paracasei 

<400> 81 

caagtacgtt aagttcaagg cagcaattaa acaatgatag ctagtt 4 6 



<210> 82 
<211> 44 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Secjuenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Lactobacillus corynif ontiis 



<400> 80 

gcgtgatggc cgggctttgg ccattgcggt cagggtcctt atgtgc 



46 



<400> 82 

aaagaaatga atatccagtt ttgagagcgc aacgttctca gaaa 



44 



<210> 83 
<211> 48 
<212> DNA 



<213> Kunstliche Sequenz 



<:220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Lactobacillus curvatus 
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<400> 83 

aggtgcaatg ttaggctttt gaaatgaaat attacttatt atgcagtt 



48 



<210> 84 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Secpaenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : spezifische 
Sequenz fur Pediococcus damnosus 

<400> 84 

gccgcgtaag tggatcggag aa 22 



<210> 85 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Pediococcus inopinatus 



<210> 86 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Secpaenz: Sequenz zum 
Nachweis von Pediococcus damnosus, Pediococcus 
inopinatus und Pediococcus parvulus 

<400> 86 

gagagaataa atttctttca cacga 25 



<210> 87 
<211> 39 
<212> DNA 

<213> Kianstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Pectinatus cerevisiiphilus 



<400> 85 

gccgcggaag tggatcggag aa 



22 



<400> 87 

aaaatcatcg aaaaaaatgt ttggtctgag atttcttct 



39 
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<210> 88 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz f^ir Pectinatus cerevisiiphilus 

<400> 88 

cactctggtt gaagggcagg gaacg 



<210> 89 
<211> 39 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Pectinatus frisingensis 

<400> 89 

gatttcatca aaaaagagaa atgtttggtc agagatttt 39 



<210> 90 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Pectinatus frisingensis 

<400> 90 

tatataccgg ctgaggtgct gaggcactga agg 



<210> 91 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz; spezifische 
Sequenz fur Pectinatus spec. DSM 2 0764 

<400> 91 

aatttcatct ataaatgttt ggtcctgatt tcttct 36 



<210> 92 

<211> 54 

<212> DNA 

<213> Kunstliche 



Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunst lichen Sequenz : spezifische 
Sequenz fur Pectinatus spec. DSM 20764 

<400> 92 

agattagttc ctggtttact ttatatatga gcactaaggt gcagaaaaga acgt 54 



<210> 93 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Pectinatus spec. DSM 20764 

<400> 93 

aggaaacgcg gcgttcgtaa 2 0 



<210> 94 
<211> 56 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fiir Selenomonas lacticifex 

<400> 94 

taataatcta gaatgtttcg atacaatttt tcttctgtat agttttgagt ggacat 56 



<210> 95 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fiir Zymophilus raf f inosivorans 

<400> 95 

gaggcgaaag cggaaggcag cgat 24 

<210> 96 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fiir Zymophilus paucivorans 
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<400> 96 

gaggcgaaag ctaaaggcag cgat 



24 



<210> 97 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Ktostliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur Megasphaera cerevisiae 

<400> 97 

aatcctgaaa cgaattcagt ggtgatggct gcaggga 37 



<210> 98 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sequenz zum 
Nachweis braue re ire levant er Bakterien der Familie 
der Lactobacillaceae 



<210> 99 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sequenz zum 
Nachweis brauereirelevanter Bakterien der Familie 
der Lactobacillaceae 

<400> 99 

agatgatcag gtagataggc t 21 



<210> 100 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sequenz zum 
Nachweis brauereirelevanter Bakterien der Familie 
der Lactobacillaceae 



<400> 98 

tatggaagta agacccctga 



20 



<400> 100 

agatgatcag gtcgataggt t 



21 
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<210> 101 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sequenz zum 
Nachweis brauereirelevanter Bakterien der Familie 
der Lactobacillaceae 

<400> 101 

agatgatcag gtagataggt t 

<210> 102 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sequenz zum 
Nachweis brauereirelevanter Bakterien der Familie 
der Lactobacillaceae 

<400> 102 

tactaatcgg tcgaggactt aacca 

<210> 103 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sequenz zum 
Nachweis brauereirelevanter Bakterien der Familie 
der Lactobacillaceae 

<400> 103 

atactaatca gtcgaggact taacca 

<210> 104 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur die Gattung Pectinacus 



<400> 104 

gaagcggact ggtactaata agccgagagc tt 



32 
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<210> 105 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kunst:liche Seguenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : spezifische 
Sequenz fur die Gattung Selenomonas 

<400> 105 

cagcggacca atactaa^aa atcgagggct ta 32 



<210> 106 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sec^ienz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Secjuenz : spezifische 
Sequenz fiir die Gattung Zymophilus 

<400> 106 

agcggaccga tactaatagg tcgagggctt gacttaaa 38 



<210> 107 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: spezifische 
Sequenz fur die Gattiing Megasphaera 

<400> 107 

ggagcggacc ggtactaata gaccgaggac tt 32 



^ PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
PCT1218-066 


1 lArciTCDCQ siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 
WEITERES Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie. soweit 
VORGEHEN zutreffend. nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/08808 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

08/09/2000 


(FrOhestes) Pnontatsaatum { i ag/n/ionai/oamj 

24/09/1999 


Anmelder 

BIOTECGN DIAGNOSTICS GMBH 





Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen RecherchenbehSrde erstellt und w.rd dem Anmelder gemSB 
Artikel 1 8 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen BOro ubermittelt. 



Blatter. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _9 Tor^hnik hei 

r n DarOber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der In diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Techn.k bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Gmndlage der ^njemationalen Anrn^^^^^^ in der Sprache 
SgeWhrt in der sie eingerelcht wurde, sofem unter diesem Punkt n,chts anderes angegeben .st. 

n Die Internationale Recherche ist auf der Gmndlage einer bei der Beh6rde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
' — ' Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefOhrt worden. 



b. 



Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das 
in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthaiten Ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingerelcht worden ist. 
bei der BehSrde nachtragllch in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der BehOrde nachtragllch in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 



□ 
□ 



Die Erkianing. daB das nachtragllch eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen. 

wurde vorgelegt. 



□ Bestimmte AnsprQche haben sich als nicht recherchierbar erwlesen (siehe Feld I). 
\K\ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

rrri wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

^ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der feharde festg^^^^ 
n Anmlldir kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
— Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 
ft Poinpnri*. Abbilduna der Zeichnunpen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. — = 

□ keine der Abb. 
I J « 

I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I [ well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



internationaHR recherchenbericht 



atlonales Aktenzeichen 

PCT/EP Q0/O88O8 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Gem53 Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fOr bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
^ • CU ^enKlch^auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist. namlich 



^' ^ wen s'ie'^ich^auf Telle der internationalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



^' ' sich^ab^ urn abhanglge Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen be! mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthait: 

siehe Zusatzblatt 

1 I 1 Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeltig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 

' I I internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche. 

« 1 — I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 
2- |_J zusatLliche F^^^^^ gerechtfertigt hatte. hat die Beh6rde nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordert. 



I 1 Da der Anmelder nur einlge der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

^' LJ Internationate^^^^^ nur auf die AnsprOche. fur die GebOhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

AnsprQche Nr. 



m Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
^ chenbericht^^^^ sich daher auf die in den Anspruchen zuerst en^ahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: _ . . , X 



1-16. 18-20 (Teilweise) 26 (Vol 1 standi g) 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Q] Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

I I Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Jull 1998) 




Internationales Aktenzeichen PCT/EP 00 /O8808 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 



210 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestell t, daS diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml i ch : 

1. Anspruche: 1-16,18-20 (teilweise) 26 (vollstandig) 
Erfindung 1: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 1,21, 73, 74, oder Derivate davon und Kombinationen damit 
fur die Bestimmung des brauereirelevanten Lactobacillus 
brevis. Anwendungen,Verfahren und Kits die diese 
Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



2. Anspruche: 1-16,18-20 (teilweise) 27 (vollstandig) 
Erfindung 2: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 2, 22, 75, 76, oder Derivate und Kombinationen davon fur die 
Bestimmung des brauereirelevanten Lactobacillus lindneri. 
Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



3. Anspruche: 1-16,18-20 (teilweise) 28,29 (vollstandig) 
Erfindung 3: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 3-5, 23, 77-81, oder Derivate und Kombinationen davon fur 
die Bestimnung der brauereirelevanten Lactobacillus casei 
und paracasei . Anwendungen,Verfahren und Kits die diese 
Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



4. Anspruche: 1-16,18-20 (teilweise) 30,31 (vollstandig) 
Erfindung 4: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 6, 7, 24, 82, oder Derivate und Kombinationen davon fur die 
Bestimmung des brauereirelevanten Lactobacillus 
coryniformis. Anwendungen,Verfahren und Kits die diese 
Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



5. Anspruche: 1-16,18-20 (teilweise) 32 (vollstandig) 
Erfindung 5: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 8, 25, 83, oder Derivate und Kombinationen davon fur die 
Bestimnung des brauereirelevanten Lactobacillus curvatus. 
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Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



6. Anspruche: 1-17,19,20 (teilweise) 
Erfindung 6: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 98- 103, oder Derivate und Kombinationen davon fur die 
Bestiimiung von alle brauereirelevanten Lactobacillaceae. 
Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



7. Anspruche: 1-20 (teilweise) 21,33,34 (vollstandig) 
Erfindung 7: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 9- 10, 26, 27, 35, 84-86, oder Derivate und Kombinationen 
davon fur die Bestimnung von brauereirelevanten Bakterien 
der Gattung Pediococcus. Anwendungen,Verfahren und Kits die 
diese Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



8. Anspruche: 1-20 (teilweise) 22,35-37 (vollstandig) 
Erfindung 8: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
N0:11, 14, 28-30, 36, 87-93, 104, oder Derivate und Kombinationen 
davon fur die Bestimmung von brauereirelevanten Bakterien 
der Gattung Pectinatus. Anwendungen,Verfahren und Kits die 
diese Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



9. Anspruche: 1-20 (teilweise) 23,38 (vollstandig) 
Erfindung 9: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
N0:15, 16, 31, 37, 40-72, 97, 107, oder Derivate und Kombinationen 
davon fur die Bestinmung von brauereirelevanten Bakterien 
der Gattung Megasphaera. Anwendungen,Verfahren und Kits die 
diese Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



10. Anspruche: 1-20 (teilweise) 24,39 (vollstandig) 
Erfindung 10: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 17, 18, 32, 38, 94, 105, oder Derivate und Kombinationen davon 
fur die Bestimmung von brauereirelevanten Bakterien der 
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Gattung Sel enomonas . Anwendungen,Verfahren und Kits die 
diese Nukleinsauren benutzen oder enthalten. 



11. Anspruche: 1-20 (teilweise) 25,40-41 (vollstandig) 
Erfindung 11: 

Bin Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
N0:19, 20, 33. 34, 39, 40-72, 95, 96, 106, Oder Derivate und 
Kombinationen davon fur die Bestimmung von 
brauerei rel evanten Bakterien der Gattung Zymophilus. 
Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



12. Anspruche: 1-16,19,20 (teilweise) 
Erfindung 12: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 40-47, oder Derivate und Kombinationen davon fur die 
Bestiirmung von alle brauerei rel evanten Bakterien. 
Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



13. Anspruche: 1-16,19,20 (teilweise) 
Erfindung 13: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 48-54, oder Derivate und Kombinationen davon fur die 
Bestimmung von alle brauerei rel evanten Bakterien. 
Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



14. Anspruche: 1-16,19,20 (teilweise) 
Erfindung 14: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 55-59, oder Derivate und Kombinationen davon fur die 
Bestimnung von alle brauerei rel evanten Bakterien. 
Anwendungen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



15. Anspruche: 1-16,19,20 (teilweise) 
Erfindung 15: 

Ein Nukleinsauremolekul als Sonde oder Primer nach SEQ ID 
NO: 60-72, oder Derivate und Kombinationen davon fur die 
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Bestiirmung von alle brauereirelevanten Bakterien. 
SSen,Verfahren und Kits die diese Nukleinsauren 
benutzen oder enthalten. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



ionales Aktenzeichen 



EP 00/08808 



A KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12Q1/68 



Nach der Intemationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (KlassHikationssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 7 C12Q 



Recherchierte aber nicht zum MindestprOfstoff geherende VerOffentlichungen. soweit diese unter die reclierchterten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultlerte elektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal. WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE 



a ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezelchnung der VerOffentllchung, soweit erforderlfeh unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



us 5 484 909 A (NIETUPSKI RAYMOND M ET 
AL) 16. Januar 1996 (1996-01-16) 
in der Anmeldung erwahnt 
Anspruche 1-11; Bei spiel 3 

SATOKARI REETTA ET AL: "Detection of beer 
spoilage bacteria Megasphaera and 
Recti natus by polymerase chain reaction 
and col or i metric microplate 
hybridization. " 
INTERNATIONAL JOURNAL OF FOOD 
MICROBIOLOGY, 
Bd. 45, Nr. 2, 

8. Dezember 1998 (1998-12-08), Seiten 
119-127, XPO01002138 
ISSN: 0168-1605 
das ganze Dokument 

-/-- 



1-8 



1-8 



Weitere Verdffentllchungen sind der Fortsetzung von Fold C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentllchungen : 
"A" Ver6ffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnlkdefiniert. 

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 
"E" aiteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem Intemationalen 

AnmeWedatum verOffentlicht worden ist 
"L" VerOffentlichung, die geelgnet Ist, einen Prioritatsanspruch zwelfelhaft er- 
scheinen zu lassen, oderdurch die das VerOffentllchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grand angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" VerSffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung. die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verOffentlicht worden Ist 



"T" Spatere Verfiffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verOffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koliidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erflndung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatlgkeit bemhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
VerOffentiichungen dieser Kategorie in Verbindung qebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheltegend ist 

"&" Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

18. Mai 2001 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



26. 09. 2001 



Name und Postanschrifl der Intemationalen RecherchenbehOrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Gabriels, J 



Formblalt PCT/lSA/210 (Blatl 2) (Jull 1992) 
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IntoHttipnales Aktenzeichen 

l^kp 00/08808 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* I Bezeichnung der VerOffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der In Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspmch Nr. 



DE 196 16 750 A (NEWLAB DIAGNOSTIC SYSTEMS 
GMBH) 6. November 1997 (1997-11-06) 
Seite 2, Zeile 24 -Seite 3, Zeile 49; 
Anspruche 1-12; Beispiele 1-4 

WO 99 22023 A (MIRA DIAGNOSTICA GMBH 
;EPPIN6 BERND (DE); LEISER MATTHIAS (DE)) 
6. Mai 1999 (1999-05-06) 
Seite 5, letzter Absatz; Anspruch 1; 
Tabelle 1 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 017, no. 278 (C-1065), 

28. Mai 1993 (1993-05-28) 

& JP 05 015400 A (SAPPORO BREWERIES LTD). 

26. Januar 1993 (1993-01-26) 

Zusanmenfassung 



1-8 



1-8 



1,8-16. 
19,20,26 



FormUatt PCTflSAffilO (Fortsetzung von BlatI 2) (Jull 1992) 
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Angaben zu VerOffentlichungen, (||||^^elben Patentfamilie gehOren 



nales Aktenzeichen 

'EP 00/08808 



Im Recherchenbericht 

nnnpfnhrf^Q Pnti^ntHnkiimpnt 

Cll I^CI Ul II L\70 i CILd llUUI\Uf 1 Iv7l II 


Datum der 

\/pr/Sffpntliphi inn 

VdUlld ILIIV^I lUI ly 


Mitglied(er) der 

eilC rilTo ITl 1 H O 


Datum der 
veroffentiicnung 


US 5484909 A 


16-01-1996 


EP 0674650 A 


04-10-1995 






JP 8503620 T 


23-04-1996 






WO 9507289 A 


16-03-1995 






US 5705339 A 


06-01-1998 



DE 


19616750 


A 


06- 


■11- 


■1997 


AU 
WO 


2888497 A 
9741253 A 


19-11-1997 
06-11-1997 


WO 


9922023 


A 


06- 


■05- 


1999 


AU 


1337099 A 


17-05-1999 


JP 


05015400 


A 


26- 


■01- 


1993 


JP 


3067850 B 


24-07-2000 



Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patenlfamilie)(Juli 1992) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEiJaRBEIjTl cr-> 

AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 1 ^ " ^ "^^^ 2uG2 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUEEGER PRtMJNGSBERICHT 



PCT 





(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeidien des Anmelders oder Anwalts 
PCT1218-066 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
VORGEHEN vorlSufigen Priifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/ 08808 


Internationales Anmeldedatum 
(TagfMonatfJahr) 

08/09/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
24/09/1999 


Internationale Patentklassifikalion (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 






C12Q1/68 




Anmelder 






BIOTECON DIAGNOSTICS GMBH 





1. Der Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragten 
Behdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaO Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfa/Bt insgesamt ^ 



Blatter einschliel31ich dieses Deckblatts. 



I I AuBerdem liegen dem Bericht AN LAG EN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behdrde vorgenom- 
menen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsvorschriften zum PCT) 



Diese Anlagen umfassen insgesamt 



Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben und die entsprechenden Seiten zu folgenden Punkten: 
I [X] Grundlage des Berichts 
II Q Prioritat 

III \X] I^eine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV 1^ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfmdung 

V [2 Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII I I Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
VIII 12 Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
16/03/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

3 0. 01. Q2 

y^^^^^ 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
PrUfung beauftragten Behdrde 

«^ Europaisches Patentamt 
^lU 1^-^0298 Munchen 
.SJlfi Tel. ( + 49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: ( + 49-89) 2399-4465 


Bevollmachtigter Bediensteter / ^ \ 

fi ^ v\ 

BOUTRUCHE J E E \% |l 

\\ n# 



INTERNATIONALER VOBfl||UFlGER 

PRUFUNGSBERICHT Intemalionalel WKtenzeicherT PCT/E POO/08808 

i. Grundlage des Berichts 

1 Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung..CErsafeWafter, die dem Anmeldeamt auf eine 
' Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als ^^P'^J'd^^^^ 
eingereichrundsindihmnichtbeigefugt, weiisie^keineAnderurjgen enthalten (Regeip 70A6 and 70,17)). 

Beschreibung, Seiten: 

1 -30 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -42 ursprungljehe Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Setten: 

1 9-28, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



2. 



Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache. in der 
die internationale Anme!dung_.eingereicht worderv 1st. zur Verf ugung oder wurden in dieser e.ngereicht. sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde^in der Sprache: zur Verfugungbzw. wurder> in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Obersetzung, diafur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroff entlichungssprache der internationalen AnmeldungLCnach Regel 48.3(b)) . 

□ die Sprache der Obersetzung, dia fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3 Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
* internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das: 

la in der internationalen Anmeklungin schriftHcher Form enthalten ist. 

El zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

H Die Erklarung, daB das nachtraglich eingererchte schriftliche-Sequenzprotokoll nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeidezeitpunkt hinausgeht. wurde vorgelegt. 

H Die Erklarung. da8 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgef alien: 

□ Beschreibung. Seiten: 



Formblatt PGT/lPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt nyulL1998). 



INTERNATIONALER VOgHURGER PPT/FPOO/088Qa 
PRUFUNGSBBRICHT tntemationat^Bklwueichen PGT/EPQO/08808 



D Anspruche, Mr- 
□ Zeichnungen, Blatt: 

5 □ Dieser Beficht ist ohne Berucksiehtiguna.(ypn einigen) der Anderungen erstellt worden da diese aus den 
angZ^nen Griinden nach AuffaSung der Beh5rde uber den Offenbarungsgehalt m der ursprunghch 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(AufErsatzblatter, die sokhe Anderungen enthatten. is^unter Punkt 1 hinzuweisen;siesind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaig&zus&tzlicheBemerkungen: 

IIL KelneErstellung elneaGutachteru^ObecNeuheiWerfta^ undgewerbUcheAnwendbarkelt 

1 Folgende Telle der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erf'ndunQ als neu. auf 
■ erfinderiseher Tatigkeit beruhend (nicht offensiehtlich) und gewerblicb anwendbar anzusehen ist. 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 

a AnsprOche Nr. 1-16,1 8-20 (teilweise); 17.21 -25.27-41 (vollstandig). 
Begrundung: 

□ Diegesamte internationale Anmelduna.bzw. dieobengenannten AnsprOche Nrbeztehen^^^ 
nachstehenden Gegenstand. fur den keine internationale voriaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angs^en): 

□ DieBeschreibung die Ansprucheodef die-Zeichnungen imachen Siehierzu naehstehend genaueAngaben) 
o^r^oTengenanmen A^spruche Nr. sind so unklar. daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte {genaue^Angaben) : 

O Die Anspruche bzw. die obengenannten AnsprOche Nf. sind-so unzureichend durch die Beschreibung 
gestOtzt. daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

IS Fur dieobengenannten AnsprucheNf. 1-16.18-20 (teilweise); 17.21-25.27-41 (vollstandig) wurde kein 
internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2 Eine sinnvolle internationale voriaufige PrOfungkann nicht durchgefuhrt werden. weil daaProtokoll der Nu^e^^^^^ 
und%r /Sli^osLresequen nicht dem in Aniage C der Venvaltungsvorschriften vorgeschnebenen Standard 
entspricht: 

□ Dieschriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 
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IV. Maiigeinde-Eiriheitlichkeit der Erimdung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 
O zusatzliche^Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

^ weder die-Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche-Gebuhren eotrichtet. 

2 □ Die Behdrde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 
gema& Regei^ 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur EinsehrSnkung der Anspruchaoder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die^Behorde-ist der Auffassung, da&das^rfordernis^der Einheitltehkeft der Erfindung, nach den Regein 13.1, 1 
und 13.3 

□ erfuHtist 

IS aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
sieheBelblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses^ Berichts-eine-intemational e voriaufige Pruf ung fur foIgendaTeUe der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

□ alleXeile. 

B die Teile, diesich auf die Anspruehe-Nr. 1-16,18-^(alle-teilwetse); 26 (voilstandig) beziehen. 

V Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuhett. der erllnderischen Tatigkeit und d 
gewerbrichen Anwendbarkett; UrterlaaeiviiiKl^Erkl§«in§efVZur Stulzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 



Ja; 
Nein: 



Ar>spruche- 
Anspruche 



1-8.11-13,15,16.18 (alle teilweise) 
9.10.14.19,20 (alle teilweise); 26 (komplett) 



Erf inderische Tatigkeit (ET) 



Jaf 
Nein: 



Anspruche 
Anspruche 



I- 8.15.16,18 (alle teilweise) 

II- 13 (alle teilweise) 



Gewerbliche Anwendbarkeit {GA^ Ja: 

Nein: 



Anspruche- 
Anspruche 



1 -1 6.1 8-20 (aHe teilweise); 26 (komplett) 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe-Beil^latt 



VIII. Bestimmte-Bemerkungenzur hitematlonalen-AnmeWiing 
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Zuc Klacheitder Patentanspruche^ dec Bescbreibiing unci der Zeichnungea Oder zu der Frage, ob-die Anspruche 

in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe-Beiblatt 
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Internationales Akt^Bchen PCT/EPOO/08808 



Punktl 

Anspruch 1, der vom Anmelder am 26.07.2001 als Reaktion auf die von der 
Internationalen Recherchenbehdrde festgestelten Nicht-Einheitlichkeit der 
Anmeldimg eingereic^tjwurde^wird nlchtals. Anderung gemaQ Arttte 
PCT angesehen, und-wrrd-inrvortregendeiTBertcritnicht berOckstchtlgt. 

Fur die PrQfung der Neuheit und erfinderischen TStiglceit wurde ailerdings 
der Ausdrucic "in brauereireievanten lUlilcroorganismen" im ursprOnglich 
eingereicliten Anspruch 1, im Sinne der Besciireibung ais "in alien 
brauereireievanten Miicroorganismen" interpretiert. 



Runlet Hi 

GemaB Regel 66(1 )(e) PCT, konnen Anspriiche die sich auf Erfindungen 
beziehen, fur die kein Internatlonaler Recherchenbericht erstellt wurde, nicht 
Gegenstand einer Internationalen vorlaufigen Prufung sein. Dieser Bescheid 
bezieht sIch daher nur auf die Anspruche 1-16.18-20 (teilwelse)und 26 
(vollstandig). 

PuaM IV 

Die mit der Internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte BehSde telit die 
Meinung der Internationale Recherchebeh6rde. die dem Anmelder mitteilte, daB 
die Anspruche 1-41 Insgesamt funfzehn verschiedene Erfindungen beinhalten, die 
nicht durch ein gemeinsames erfinderisches Konzept verknupft sind (Regel 13.1 
PCT). Da der Anmelder daraufhin weder den Gegenstand der Anspruche 
einschrankte noch zusatzliche Recherchengebuhren entrichtete, beschrankte sich 
die Recherche auf die erste angefuhrte Erfindung, d.h. den Gegenstand der 
Anspruche 1-16,18-20 (alle teilweise) und 26 (vollstandig), die sich auf folgenden 
Gegenstand beziehen: 

Nukleinsauremolekul als Sonde Oder Primer nach SEQ ID NO: 1,21,73,74, 
Derivate davon und Kombinationen daraus, fQr die Bestlmmung von Lactobacillus 
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brevis, sowie Anwendungen, Verfahren und Kits unter Verwendung dieser 
Nukleinsauremolekule. 

Punkt V 

Folgende, im Internationalen Recherchenbericht angefuhrten Dokumente werden 
als nachster Stand der Technik angesehen: 

D1 : PATENT ABSTRACTS OF JAPAN vol. 01 7, no. 278 (C-1 065). 28. Mai 1 993 
(1993-05-28) & JP 05 015400 A (SAPPORO BREWERIES LTD), 26. Januar 1993 
(1993-01-26) 

D2: US-A-5 484 909 (NIETUPSKI RAYMOND M ET AL) 16. Januar 1996 (1996- 
01 -1 6) in der Anmeldung erwahnt 

1 . Ein Verfahren gemaB Anspruch 1 , be! dem Primer venwendet werden, die "mit 
einem in alien brauereitechnischen Mikroorganismen konservierten Bereich einer 
mikrobiellen Nukleinsaure liybridisieren" (siehe zu diesem Ausdruck auch Punkt 
VIII des Bescheides), scheint im bekannten Stand der Technik weder offenbart 
noch nahegelegt zu sein (Artikel 33(2) und (3). PCT), Dasselbe trifft auf die 
abhangigen Anspruche 2-8 und 1 5,1 6 und 1 8 zu. 

2. D1 offenbart als Sequenz II ein 20 Nukleotide langes Fragment der Sequenz nach 
SEQ ID NO 1 der vorliegenden Anmeldung (Pos. 176-195). Diese Offenbarung. 
wird als neuheitssohadlich fur den Gegenstand der Anspruche 9,10,14,19,20 und 
26 erachtet (Artikel 33(2) PCT). 

Angesichts der Offenbarung in D1 und in D2 (siehe Anspruche) kann der 
Gegenstand der Anspruche 11-13 als nicht erflnderisch im Sinne von Artikel 33(3) 
PCT erachtet werden. 

Punkt VIII 

Der Ausdruck "brauereirelevante Mikroorganismen" (Anspruch 1 ) hat kelne 
allgemein anerkannte Bedeutung und ist daher ungeeignet bestimmte 
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Mikroorganismen zu bezeichnen, bzw. bestimmte Arten von anderen zu 
unterscheiden. Dieser Ausdruck ist unklar und bewirkt daB der Anspruch nicht den 
Erfordernissen von Artikel 6 PCT entspricht. 
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